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Beitrage zur Kenntnis der Casein- und Gelatine-Spaltung dutch 
die ereptasefreie Leberkatheptase des Schweins. 


Von 
Tooru Sakai. 
(FF fh) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultat 
der Keiserlichen Tohoku-Universitat (Sendai) und aus dem Utzino- 
Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschung 
an der Kaiserlichen Universitat Kyoto, 
Direktor: Prof. Dr. $. Utzino.) 





Nachdem Itzioka (1937) iiber die enzymologische Einstellung des 
Casein-Digestats mit dem Pankreassaft des Kaninchens berichtet hatte, haben 
Chen et al. (1940)” iiber dieselben Resultate bei seinen Versuchen mit 
dem Trypsin geschrieben. Die proteolytische Enzymspaltung des Trypsin- 
Digestats, des ,,Tryptons‘‘, aussert sich anders als die des Peptons (Magen- 
saft-Digestat). Trotz des Widerstandes der niedrigeren Peptide wie des 
Tripeptides oder des Dipeptides haben Fujita (1938) und Chen (1940)® 
einige Aminosduren aus den Protein-Digestaten mit dem Trypsin-Gribler 
oder Pankreassaft isoliert. Diese Angabe wird auch weiter von Kawahara- 
da (noch nicht veréffentlicht) im hiesigen Institut bei den Versuchen mit 
Hundepankreassaft bestitigt. 

Was nun die Spaltungsprodukte der sauren Proteinase, des Kathepsins, 
anbelangt, das zuerst von Willstatter (1929)® und seinen Schiilern aner- 
kannt und weiter von verschiedenen Seiten studiert worden ist, bleibt die 
Frage noch offen, was man unter den Spaltprodukten durch das saure Pro- 
teinase-System der Leber verstehen soll. Dabei stiess man aber auf die 
Schwierigkeiten der Trennung des Kathepsins von der Gewebeereptase, da 
in der Gewebemazeration sich noch die starke Ereptase-Wirkung befindet, die 
irgendeine Aminosdure bei schwach saurer Reaktion abspalten mag. Da man 
jedoch mit gutem Erfolg die Ereptase-Wirkung der Lebermazeration durch 
das Sdure-Verfahren im hiesigen Institut ausschalten konnte, kann man es 
hier wohl mit dem sauren Proteolysensystem, das von dem alkalischen Pep- 
tidasensystem der Leber befreit ist, zu tun haben. (‘Tabelle 1). 
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Experimenteller Teil. 
Versuch 1. 


Caseinspaltung durch die ereptasefreie Katheptase und ihre 
Spaltungsprodukte. 


100 g Casein (T) wurden in 300 ccm 0,1 n-NaOH aufgelést und mit Wasser auf 2000 ccm unter 
Einstellung mit verdiinnter Salzsdure bei ph 4,5 gebracht. Als Enzymlésung wurden 20 g Leber- 
praparat, das durch das Saureverfahren von der Ereptase befreit und getrocknet wurde, in 50 ccm 
Wasser zerrieben und unter Zusatz von 50 ccm 0,05 Mol-Cysteinlésung bei 37°C (30 min) aufbe- 
wahrt. Dieselbe Enzym-Cystein-Lésung wurde dem Digestat als erneuter Zusatz fiir die weitere 
Spaltung hinzugefiigt. Zur Ermittelung des Spaltungsgrades gab man die Aciditatszunahme in 4 
ccm Digestat nach S6rensen an. Zur Kontrolle wurde Enzym-Cystein-Lésung ohne Casein unter 
den gleichen Bedingungen digeriert. 

In der Tabelle 1 giebt man die Aktivitat der ereptasefreien Katheptase-Wirkung des in den 
Versuchen gebrauchten Enzympraparats unter Beriicksichtigung der Cysteinaktivierung an. 


Tabelle 1. 


Aktivitat der ereptasefreien Katheptase 


i. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 4,5 und bei ph 7,2 (ccm 0,1 n-NaOH) 














Ohne Cystein Mit Cystein 
4 Pra arate a Zeit Paes ae a 
ae ~_(Std.)} 24 72 = 120 24 72 120 
ph ~~! a 
4,5 | 0,2 0,35 0,45 0,67 1,24 1,37 
ersten Zusatz 
- 72 | 001 001 004 | — am ‘ss 
zweiten - fiinften 4,5 0,38 0,92 1,0 | 0,55 1,17 1,5 
Zusatz 7,2 | 003 0 002 | — _ _ 


In diesem ereptasefreien katheptischen Praparat bleibt noch die saure 
Peptonasewirkung erhalten, deren Digestionsprodukt dem weiteren Darm- 
erepsin zuganglich sein kann, wie Verf. schon in der vorigen Abhandlung 
(1943)® bemerkte. Hier méchte man zuerst die Ergebnisse mit dem Casein- 
oder Gelatine-Digestat und auch die Kontrollversuche mit Enzym allein ohne 
diese Substrate anfiihren. Nach der Wiederholung der Katheptasewirkung 
der Lebermazeration, die durch das Sdure-Verfahren von der Ereptase befreit 
und durch die Cysteinbehandlung aktiviert wurde, erreichte die Aciditats- 
zunahme des Digestats den maximalen Wert, der durch-den weiteren Enzym- 
zusatz kaum mehr zunahm (Tabelle 2 u. 6). Es sei besonders hervorgehoben, 
dass aus der Casein-Digestionslésung Leucin und Tyrosin mit guter Aus- 
beute isoliert wurden. Aus dem Gelatine-Digestat kam nur Leucin zur 
Ausscheidung. Eine kleine Menge Leucin konnte man auch aus dem Diges- 
tat mit Enzym-Puffer ohne Casein gewinnen. Diese Tatsache spricht fiir die 
Leucin-Abspaltung, wenn auch in sehr kleiner Menge, aus dem eigenen Pro- 
teinkérper im Enzympriaparat durch die autolytische Katheptase-Wirkung. 
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Tabelle 2. 
Wiederbolte Caseinspaltung durch die ereptasefreie Cystein-Katheptase der Schweineleber. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 4,5 (ccm 0,1 n-NaOH) 











Enzymzusiatze | Zeit (Tage) Hauptversuch Kontrolle Zunahme 
Sofort 0,37 0,35 
Erster Zusatz > 2,6 0,5 2,08 
7 yes 7 3,23 0,53 2,68 
10 4,05 0,57 3,46 
Sofort 4,5 0,75 
— 5 6,8 1,23 1,82 
ater AusatzZ 7 77 1,27 2,68 
10 8,3 1,25 3,3 
| Sofort 8,6 5 
— 5 9,7 2,03 0,57 
ter Zusatz | 7 10,65 2,0 1,55 
10 10,85 2,0 1,75 
Sofort 11,34 2,1 
‘iy ines 5 11,85 2,5 0,15 
ter Zusatz *7 12,05 2,67 0,18 
10 12,3 2,7 0,4 
Sofort 12,85 2,77 | 
—_ 5 13,0 3,0 —0,08 
5ter Zusatz -y 13.1 3.1 | —0,08 
10 13,2 3,1 0,02 


Nachdem die Aciditatszunahme durch weiteren Enzym-Zusatz nicht mehr bemerkt werden 
konnte, filtrierte man das Digestat ab, welches mit Natronlauge gegen Lackmuspapier neutralisiert 
wurde. Beim Eindampfen des Filtrats bei nicht hOherer Temperatur als 40°C mit Fén schied sich 
eine kristallinische Masse aus, die durch die Eisessig-Alkohol-Léslichkeit in Leucin- (3 g) und Tyro- 
sinfraktion (1,8 g) getrennt werden konnte. Aus dem Filtrat dieser Ausscheidung erfolgte nach 
Einengen noch eine weitere Ausscheidung (5 g), die auch Leucin- (2,2 g) und Tyrosinfraktionen 
(1,3 g) enthielt. Nach Umkristallisieren gaben diese beiden Substanzen folgende Eigenschaften an : 

a) Die fiir Leucin charakteristische Kristallfraktion ist beim trocknen Erhitzen sublimierbar 
und ergab den folgenden Analysenwert. 

35,5 mg Subst. 13,25ccm 0,02 n-H,SO, (Kjeldahl) 
Ber.  C,H,,O,N (Mol.-Gew. 131,11) N 10,68% 
Gef. N 10,45% 
b) Die Tyrosinfraktion von feinen Nadeln ergab die positive Millonsche Reaktion. 
28,0 mg Subst. 7,7 ccm 0,02 n-H,SO, (Kjeldahl) 
Ber. C,H,,O;N (Mol.-Gew. 181,10) N 7,74% 
Gef. N 7,70% 

Das syrupése Filtrat von kristallinischen Ausscheidungen wurde durch Acetonzusatz in eine 
diinnfliissige Oberschicht und in eine dlige Unterschicht getrennt ; die letztere wurde in der zweifa- 
chen Volummenge Methanol unter Triibung aufgenommen und unter Umrihrung in Aceton ein- 
gegossen. Die dabei ausgeschiedene flockige Masse saugte man ab, wusch sie mit Aceton und liess 
sie dann im Exsikkator trocknen (Ausbeute 4,5 g). 

Aus dem Kontrolldigestat mit Enzymlésung ohne Casein wurde durch die gleichen Prozeduren 
wie in dem Hauptversuche ein wenig kristallinische Substanz (0,4 g als Leucin identifiziert) und auch 
eine Methanol-Acetonfallung (13 g) gewonnen. 














T. Sakai 


Auf Grund dieser Ergebnisse liegt die Anahme sehr nahe, dass in dem 
katheptischen Proteolysensystem der Schweineleber einige Aminosauren aus 
den Proteinen abgespaltet werden k6nnen. Aus diesem von ausgeschiedenen 
Aminosauren abfiltrierten Digestat suchte man die Acetonfallung zu gewin- 
nen, um die analytischen und enzymologischen Eigenschaften der Fallung zu 
studieren. Den Fallungsreaktionen entsprechend dirfte man wohl die Sub- 
stanz als Peptonstufe verstehen (Tabelle 3). 


Tabelle 3. 


Fallungs- und Farbenreaktion einer 1°/,igen Lésung der 
Mathanol-Acetonfallung. 








ee a) — aus Casein- b) Kontrollfallung aus 
igestat Enzymlésung ohne Casei 

ID gi iicadcnccinwceacnaceds (-) (=) 
Salpetersdure-Probe ...............- | (-) ae, 
Sulfosalicylsaure-Probe.............. | (—) “J 
Tannin-Probe (20%)...........+e0.: Fallung . Fallung 
Sublimat-Probe (5%) ...........00. Triibung schwache Triibung 
Biuretreaktion ........2.0..0ee000 | (44) (+) 
eer (+) (+) 
Hopkins-Cole-Probe..............+. | (++) (+) 
NE 6 ici ics ccmtnenien | (—) (—) 
Xanthoprotein-Probe .............. | (+) (—) schwach 





Analyse der Methanol-Acetonfallung. 


a) Fallung aus Caseindigestat : 
Asche: 59,5 mg Subst. 7,0 mg Asche=11,76% 
Gesamt-N: 27,0mgSubst. 12,3 ccm 0,02 n-H,SO, N=12,76% (Kjeldahl) 
28,5 mg Subst. 12,9 ccm 0,02 n-H,SO, N=12,67% 
NH,-N: 1,31ccm N, aus 1ccm 1% Lésung (24°C 751mm) NH,-N=7,2% (Van Slyke) 
1,18 ccm N, aus 1 ccm 1% Lésung (22°C 752 mm) NH,-N=6,6% 
NH,-N/Gesamt-N=57% oder 52% 
b) Fallung aus Enzymdigestat ohne Casein : 
Asche: 55,0 mg Subst. 6,0 mg Asche=10,91% 
Gesamt-N: 33,5mg Subst. 12,8 ccm 0,02 n-H,SO, N=10,7% (Kjeldahl) 
39,0 mg Subst. 13,55 ccm 0,02 n-H,SO, N=10,25% 
NH,-N: 1,29 ccm N, aus 1 ccm 1% Lésung (22°C 751 mm) NH,-N=7,1% (Van Slyke) 
1,15 ccm N, aus 1 ccm 1% Lésung (22°C 752 mm) NH,-N=6,4% 
NH,-N/Gesamt-N=69% oder 62%. 


Das Verhialtnis des NH,-N zu dem Gesamtstickstoff betrug aber ungefahr 
50%, wahrend dasjenige des Pepsin-Peptons nach Mori (1938), Chen et 
al. (1940)? und Hirooka(1942)® ungefahr 10-20% und dasjenige des Trypsin- 
Tryptons nach Chen (1940)® ungefahr 20-30% zeigte. Nach diesen Analy- 
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senwerten konnte man aber keinen Unterschied zwischen der Haupt- und Kon- 
trollfallung feststellen. 

Es folgt nun Naheres iiber die enzymologische Einstellung des Kathep- 
tase-Digestats. Es ergab sich, dass die Fallung, die aus dem Casein- oder 
Gelatine-Digestat gewonnen wurde und dem Magensaft, Pankreassaft und 
auch der Leberkatheptase widerstand, weiter noch durch den Darmsaft und 
auch durch die katheptasefreie Leberereptase bei schwach alkalischer Reak- 
tion angegriffen werden konnte (Tabelle 4 u. 7). Die Kontrollfallung aus 

Tabelle 4. 
Enz ymatische Einstellung des Casein-Katheptase- Digestats. 


Versuchsansatz: 5ccm 8%ige Substratlésung (Methanol-Acctonfallung des Caseindigestats 
durch Katheptase)+2 ccm Magen-, Darm-, Pankreassaft (aktiviert mit Enterokinase nach Kawa- 
harada), Ereptaselésung (=0,2 g katheptasefreies Lebetpraparat) oder Katheptaselisung (=0,2 g 
ereptasefreies Leberpraparat), die mit 2 ccm 0,1 Mol-Cysteinlésung aktiviert wurde ; mit Phosphat- 
puffer (11-13 ccm) auf 20 ecm gebracht. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n- NaOH) 








| Fallung aus Casein- Kontrollfallung aus En- 
Digestat durch Methanol-| zymlésung ohne Casein 
Aceton | durch Methanol-Aceton 
: ee a a ee eT 5 
Enzyme “—_(Std.)} 24 72 120 | 24 72 120 
_ ph ~~ 
Ratapeene<petein 4,5 0 0,02 0,02| 0,01 0,04 0 
___(ereptasefrei) = ss | oes Sta i-0 a 
Magensaft (Hund) | 2,0 /—0,05 —0,07 —0,05| 0,03 0,03 0,12 
Pankreassaft-Kinase 7,8 0,01 0,05 0,1 | 0,03 0,02 0,02 
(Hund) = ane. in 2 rns 
Darmsaft (Hund) 7,8 0,85 1,05 p Be 0,7 0,75 0,9 
Ereptase (katheptasefrei) | 7,5 0,83 0,8 0,79 | 0,6 0,55 0,57 


Tabelle 5. 
Anaphylaxieerscheinung mit dem Katheptase-Digestat. 

Dem Kaninchen injizierte man 0,1 g Fallung aus Casein-Digestat als 10%ige Lésung pro kg 
K6érpergewicht subcutan. 10 Tage nach dieser Vorbehandlung bekam das Tier eine intravendse 
Reinjektion einer 20% igen Substratlésung (ph 7,0). 

Im letzteren Fall starb das Tier 5 Stunden nach der Reinjektion unter Dispnoe und Cyanose. 





Vorinjektion ccm| Reinjektion ccm | Ausgang 


7 Tagenach | ,,;. . 
10% Substrat- 20% Substrat- , | Nicht gestorben (—) 
Tésung ‘Tésung | Vorbehandlung | Gestorben (+) 


Kaninchen (kg 
K6érpergewicht) 





1,48 1,5 80 10 | (—) (Nach 3 Tagen 
| | gestorben). 

| (+) Dyspnoe und 

Cyanose. 

Nach 5 Std. 

gestorben. 
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Versuch 2. 


Gelatinespaltung durch die ereptasefreie Katheptase und 
ihre Spaltungsprodukte. 


, 100 g Gelatine (K C), in 2 Liter Acetatpuffer von ph 4 gelést, wurden mit 200 ccm Schweinele- 
bermazeration, die man durch Saureverfahren ereptasefrei gemacht hatte, ohne Cystein unter Toluol 
digeriert (Tabelle 6). Als der minimale Wert der Spaltung nach der Wiederholung des Enzym- 
zusatzes erreicht wurde, filtrierte man das mit Natronlauge neutralisierte Digestat ab und engte das 
Filtrat ein. 

Aus dem auf ca. 300 ccm abgedampften Filtrat gewann man durch Methanolzusatz die erste 
Fallung (7 g) und dann folgte die zweite Fallung durch Aceton-Methanol wie im ersten Versuch (57 
g). Das von dieser Fallung abgesaugte Filtrat dampfte man weiter ein, bis die Fliissigkeitsmenge 
ungefahr 200 ccm betrug. Durch Stehenlassen dieser Lésung im Eisschrank bekam man eine 
kristallinische Ausscheidung, die sich nach Umkristallisieren aus heissem Wasser als Leucin erwies, 
Das von dieser Ausscheidung getrennte Filtrat zeigte keine Saka guchische Reaktion mehr. Durch 
Filiung mit Phosphorwolframsaure trennte man das Filtrat in Diaminosaure- und Monoaminosaure- 
Fraktionen. Versuche, irgendeine kristallinische Aminosaure oder ihre Derivate zu isolieren, fielen 
erfolglos aus. 

Tabelle 6. 
Wiederholte Gelatinespaltung durch die ereptasefreie Katheptase 
der Schweineleber. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 4 (ccm 0,1 n-NaOH) 











Zeit (Tage) Hauptversuch Kontrolle Zunahme 
Sofort 7,4 6,95 
9,33 6,85 2,03 
5 9,4 6,83 : 2,12 
7 9,55 7,0 | 2,1 
2ter Zusatz 
Sofort 9,55 7,33 
3 11,25 7,83 1,16 
5 11,63 7,87 1,54 
7 11,85 7,97 1,66 
3ter Zusatz 
Sofort 11,55 7,97 
3 12,2 8,1 0,52 
6 12,17 8,1 0,49 
7 12,33 8,25 0,5 
4ter Zusatz 
Sofort 11,8 8,05 
3 11,75 7,73 0,08 
5 11,8 | 8,03 0,02 
7 11,8 8,03 | 0,02 
5ter Zusatz 
Sofort 12,35 8,35 
3 12,5 8,45 0,05 
5 12,55 8,43 0,12 
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Tabelle 7. 
Enzymatische Einstellung des Gelatine-Katheptase- Digestats. 


Ansatz: 5ccm 8%ige Substratlésung (I und II Fallung aus Gelatine-Digestat) oder Gelatine- 
lésung (Kontrolle)+2 ccm Verdauungssaft oder Lebermazeration (1: 3)+13 ccm Phosphat-Puffer 
oder+2 ccm Lebermazeration mit 2 ccm 0,1 Mol-Cysteinlésung+11 ccm Puffer+ Toluol. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n- NaOH) 


I Fallung aus | II Fallung aus | Gelatine 
| Gelatine-Digestat Gelatine-Digestat| (Kontrolle) 














l Zeit. | 
Enzyme | (Std.)| 24 72 24 72 | 24 72 
aes tar So Cee Pee 
Magensaft (Hund) 2,0 0,07 0,07 0,02 005 | — 
Darmsaft (Hund) | 7,8 0,25 0,31 | 0,57 0,85 | — 
~ Pankreassaft- | * j 
Enterokinase(Hund) | __ 78 0,07 0,02 Baan ; 0,13 iste <) 
7,5 0,1 0,3 0,84 1,04 | - - 
Lebermazeration 4,0 0,02 0,1 003 O03 |; — — 
ohne Cystein 4,5 0,08 0,08 0,03 O0 | 0,41 0,67 
5,0 0,08 0,08 +—0,05 0,02 | — _ 
mee | 4, | 0,02 0,15 | 0,01 0,06 ‘ os 
. roe ae 4,5 | 0,03 0,27 0,08 0,27 0,68 1,16 
mit Cystein 5,0 | 0,05 0,28 | 0,13 0,22 - ae 


dem Enzympraparat-Digestat mit dem eigenen Eiweissstoffe zeigte auch einen 
ihnlichen aber etwas niedrigeren Spaltungsgrad als die Hauptfallung. Nach 
diesen Beobachtungen kann man sehr wahrscheinlich eine andere Einstellung 
der Gewebe-Ereptase wie des Darmsaft-Erepsins als diejenige der Gewebe- 
katheptase annehmen, obwohl die beiden Enzymarten Peptonkérper anzu- 
greifen imstande sind. In Hinsicht dieser enzymatischen Einstellung ahnelt 
sich das Katheptase-Spaltprodukt dem Trypsin-Spaltkérper Trypton, da es 
nur durch den Darmsaft und die Lebermazeration bei schwach alkalischer 
Reaktion hydrolysiert werden konnte. Da das Trypton jedoch nach Angabe 
von Kawaharada® durch die Gewebemazeration bei ph 4,5 angegrif- 
fen wurde, seheint es hier richtiger zu sein, noch einen anderen Unterschied 
zwischen den beiden Spaltprodukten anzunehmen, wie sie auch ein anderes 
Verhiltnis des Aminostickstoffs gegen Gesamtstickstoff zeigen. Ein grés- 
serer Wert des befreiten Aminostickstoffs im Katheptase-Digestat lasst an 
eine weitere Spaltung in demselben als im Trypsin-Digestat denken. Hierauf 
méchte man wohl auf eine andere, vielleicht noch niedrigere Abbaustufe des 
Spaltproduktes mittels der ereptasefreien Gewebekatheptase als diejenige des 
Peptons oder des Tryptons schliessen und diese Abbaustufe des Proteins durch 
die Gewebe-Katheptase verlaufig als ,,Kathepton‘‘ bezeichnen. 
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Was nun das biologische Verhalten dieses Abbauproduktes anbelangt, 
kam die anaphylaktische Shockerscheinung des mit dieser Substanz sensi- 
bilisierten Kaninchens bei der Reinjektion in Betracht. Nur bei der Rein- 
jektion einer sehr grossen Dosis starb das vorher mit dieser Substanz behandelte 
Kaninchen unter Shockerscheinungen (Tabelle 5). 


Zusammenfassung. 


1) Nach der wiederholten Einwirkung der ereptasefreien Leber-Kathep- 
tase wurden Tyrosin und Leucin aus dem Casein-Digestat und Leucin aus dem 
Gelatine-Digestat isoliert, wahrend auch Leucin nur in einer sehr kleinen 
Menge im Kontrolldigestat mit Enzympraparat ohne Substrat gewonnen 
wurde. 

2) Das Digestionsprodukt, das aus dem Katheptase-Ansatz durch 
Aceton gefallt wurde und der weiteren Wirkung der ereptasefreien Leber- 
Katheptase, des Hundemagensaftes und des Kinase-Pankreassaftes (Hund) 
gegeniiber widerstand, wurde deutlich durch den Hundedarmsaft und auch 
durch die katheptasefreien Leber-Ereptase des Schweins angegriffen. In 
diesem Digestionsprodukt zeigt das Verhaltnis des freien Aminostickstoffs 
gegen Gesamtstickstoff ungefahr 50%; dieser Prozentsatz liegt viel grdsser 
als derjenige des Peptons oder des Tryptons. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens gedankt fiir die 
Gewihrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. S. Utzino. 
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Beitrage zur Funktionspriifung der Lunge. 


Kritik der spirographischen Methode als 
Funktionspriifung fiir Lunge. 


Von 


Yasuo Tutumi. 


($¢ & He) 


(Aus der Medizinischen Klinik der Kaiserlichen Tohoku- 
Universitat zu Sendai, 
Leiter: Prof. Dr. T. Kumagai und Prof. Dr. T. Ebina). 


Einleitung. 

Diese spirographische Lungenfunktionspriifung ist eine Methode zur 
Funktionspriifung fiir Lunge, welche zundchst 1930 von Uhlenkruck” an- 
gewendet und spater von Brauer sowie seinen Schiilern weiter ausgebaut 
wurde. Von den letzteren Autoren wurden mit dieser Methode zahlreiche 
Ergebnisse erzielt.7 Der Hauptpunkt dieser Methode ist folgender : Lasst 
man Versuchspersonen zuniachst Luft dann reinen O, atmen, so ist die O,- 
Aufnahme in beiden Phasen fast gleich, wenn sie gesund sind. Bei einer 
Reihe von Kreislauf- und Lungenerkrankungen findet man, dass die O,-Auf- 
nahme zunimmt, wenn man von Luftatmung auf O,-Atmung ibergeht. 
Diese Sauerstoffmehraufnahme ist auch von diesen Autoren als O,Defizit be- 
zeichnet worden. Wir haben ebenfalls diese spirographische Lungenfunk- 
tionspriifung bei Lungentuberkulosen nach der unten zu beschreibenden 
Methode unternommen und den Auftritt des sog. O,-Defizits in Ruhe, bei 
Arbeitsbelastung und Kollapsbehandlung gepriift. Aus den Versuchsergeb- 
nissen ging hervor, dass das O,-Defizit nicht immer mit dem klinischen Be- 
funde iibereinstimmt. Bei ziemlich vielen Fallen fand sich bald das O,- 
Defizit, bald fand es sich nicht, wahrend ihre R6ntgenbilder, ihre Vitalkapa- 
zitat und andere klinische Befunde fast gleich waren. Mithin darf man nicht 
mit Bestimmtheit behaupten, dass selbst bei den Fallen, welche kein O,-De- 
fizit zeigen, keine Stérung der Lungenfunktion vorhanden ist. Um diese 
Tatsache zu erkliren, wurde es notwendig, die Arterienblutgasanalyse auszu- 
fiihren und die Beziehung zwischen dieser und dem sog. O,-Defizit klar zu 


9 











10 Y. Tutumi 


machen. Jansen, Knipping und Stromberger® fihrten gleichzeitig die 
spirographische Lungenfunktionspriifung und die Blutgasanalyse in Ruhe 
durch und stellten fest, dass die Ergebnisse der beiden Versuche parallel mite- 
inander laufen. Wir haben ferner den O,-Sattigungsgrad des Arterienblutes 
bei Lungentuberkulésen in Ruhe, bei Arbeitsbelastung und Kollapsbehand- 
lung bestimmt und bei den meisten Fallen im gleichen Versuchsgang die 
spirographische Funktionspriifung ausgeftihrt, um ausfindig zu machen, 
welche Beziehung zwischen dem arteriellen O,-Sattigungsgrad und det 
spirographischen Funktionspriifung vorhanden ist. Im folgenden wollen 
wir zuerst kurz iiber die Resultate der spirographischen Lungenfunktionspriif- 
ung, dann tiber die der Blutgasanalyse berichten. 


Untersuchungsmethode. 


Die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs in der spirographischen Lun- 
genfunktionspriifung wurde mittelst des Gasstoffwechselapparates nach 
Knipping in gleicher Weise wie bei der Bestimmung des Grundumsatzes” 
durchgefiihrt. Zuerst wurde namlich der Spirometer mit Luft gefiillt, und 
die Versuchsperson machte 2 Minuten lang Luftatmung. Dann atmete sie 
die Aussenluft, ohne das Mundstiick abzunehmen, wahrend man den Inhalt 
des Spitometers schnell ausfliessen liess und diesen mit reinem Sauerstoff 
fiillte. Dann atmete die Versuchsperson wieder 2 Minuten lang. Auf diese 
Weise wurde der Sauerstoffverbrauch in beiden Versuchen bestimmt. 


Fig. 1. Beziehung zwischen zugefiihrter Leistung und Umdrehungszahl. 
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Spirographischen Methode als Funktionspriifung der Lunge 


Fig. 2. Dynamomaschine fiir Arbeisbelastung. 





A. Gleichstromgenerator. B. Gleichstromgenerator fiir Zeichendrchung. 
1. Widerstand. 2. Scheibe. 3. Zeichen. 


Zur Arbeitsbelastung wurde mit gleichem Prinzip wie des elektrischen 
Ergometers nach Knipping® derGleichstromgenerator mit einer Handkurbel 
gebraucht, wie ihn Fig. 1 zeigt. Wie man in Abb. 2 sieht, wurde die 
elektrische Leistung dieses Gleichstromgenerators vorher bestimmt. Man 
liess die Versuchsperson an dem Gleichstromgenerator mit gleichem Rhy- 
thmus so lange drehen, wie es erforderlich war, und bestimmte an Hand von 
Fig. 2, wie viel Watt Arbeit geleistet worden war, Um einen gleichen Rhy- 
thmus zu haben, wurde ein anderer Gleichstromgenerator (B) Fenutzt, der 
sich sehr langsam drehte und dessen Drehungszahl man durch Widerstand 
nach Belieben regulieren konnte, Die Drehung dieses Gleichstromgenerators 
wurde auf eine Scheibe mit einem Zeichen itibertragen. Auf die Drehung 
dieser Scheibe sich einstellend, drehte die Versuchsperson am Gleichstromgen- 
erator (A). Auf diese Weise wurden die mannlichen Versuchspersonen mit 
einer Arbeit von 60 Watt /Min. und die weiblichen mit der von 45 Watt/Min. 
belastet. Gleich nach der Arbeitsleistung liess man die Versuchspersonen 
sich hinlegen. Nachdem sie nach 3-5 Minuten den sog. Steady state er- 
reicht hatten, wurden sie derselben Untersuchung wie in Ruhe unterzogen. 
Die Kollapstherapie bestand vorwiegend im kiinstlichen cin- oder doppel- 
setigen Pneumothorax. Dabei ruhten die Versuchspersonen erst ungefahr 
10 Minuten lang nach dem Anlegen des kiinstlichen Pneumothorax aus, und 
dann wurde die Bestimmung ausgefiihrt. Bei Ausfiihrung der Phrenikus- 
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exairese wurde die Bestimmung erst ungefahr 20 Tage nach der Behandlung 
durchgefiihrt. Die Blutgasanalyse unternahm man nach der Barcroft schen 
Methode.” Das Blut wurde vorwiegend aus der A. brachialis, und zwar 
immer vor dem Beginn der spirographischen Untersuchung entnommen. 
Von der Arterienpunktion bis zur Atmungsregistrierung brauchte man meis- 
tens 2-3 Minuten. 


Versuchsergebnisse und Betrachtung. 
I) Ergebnisse der spirographischen Untersuchung. 


Betrachtet man die Ergebnisse der spirographischen Untersuchung bei 
20 Gesunden, so zeigt der Sauesstoffverbrauch in der Luft- und O,-Atmung 
fast keinen Unterschied in Ruhe und nach Arbeitsbelastung (Tabelle 1). 
Die Schwankungsbreite des O,-Verbrauchs betrug namlich in Ruhe (—) 20 
ccm—(-++) 15 ccm pro Minute und nach Arbeitsbelastung (—) 15 ccm—(+) 
15 ccm pro Minute. Mit (—) sind die Fille bezeichnet, bei denen der O,- 
Verbrauch unter Luftatmung grésser als der unter Sauerstoffatmung ist, und 
mit (+) die umgekehrten Fille. Weil der maximale Unterschied des Sauer- 
stoffverbrauchs bei der Luft-O,-Atmung 20 ccm pro Minute betrug, betrach- 
tete man die Schwankungen innerhalb dieses Bereiches als Fehlerbreite des 
Verfahrens und dachte, dass das sog. O,-Defizit vorliegt, wenn die Zunahme 
der O,-Aufnahme iiber diesen Wert hinausging. Unter dieser Bedingung 
haben wir Lungentuberkuldése auf den Auftritt des O,-Defizits hin untersucht. 
Aus den Ergebnissen ging hervor, dass unter 81 Patienten 4 Falle (4, 9%) in 
Ruhe ein O,-Defizit zeigten, wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist. Es waren alles 
Kranke, in deren Réntgenbildern exsudative oder produktive Prozesse im 
ganzen Felde beider Lungen festgestellt wurden und deren Vitalkapazitat 
klein war, und die klagten, dass Herzklopfen und Kurzatmigkeit leicht auf- 
traten. Infolge Arbeitsbelastung trat ein O,-Defizit bei 6 (10,7%) von 56 
Lungentuberkulésen auf (Tabelle 3). 3 Falle (Nr. 64, Nr. 67 und Nr. 106) 
davon zeigten ein O,-Defizit erst nach Arbeitsbelastung, wenn sie auch ebenso 
schwer krank wie diejenigen waren, bei denen sich das O,-Defizit schon in 
Ruhe fand. Diese Tatsache beweist, dass die Arb itsbelastung fiir die Funk- 
tionspriifung der Lunge von Bedeutung ist. Nr. 4 und Nr. 7 zeigten schor 
in Ruhe ein O,-Defizit. Wenn aber eine Arbeit von ungefahr 30 Watt/Min. 
geleistet wurde, stieg das O,-Defizit bei Nr. 4 an, wahrend es bei Nr. 7 un- 
verandert blieb. Nach der kiinstlichen Pneumothoraxbehandlung aber nahm 
es ebenfalls bei diesem Falle zu. Unter 35 mit kiinstlichem Pneumothorax 
behandelten und 2 der Phrenikusexhairese unterzogenen Lungentuberkulésen 
zeigten 5 Falle (13,5%) nach diesen Behandlungen ein O,-Dcfizit (Tabelle 4). 
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Tabelle 1. 
Spirographische Bestimmungen bei Gesunden vor und nach Arbeitsbelastung. 
Kor- 0, Aull waa] 
rw SOE ih 2é 
per- |S . .| nahme [(O 2 §| Atem- Atem-Min.- | 2: #<:-=2 
Name lange Neg BSi(cem/ | $< frequenz Pulszahl | Vo). in Liter | 4s 52 E es 
S (cm) 2ste| Mino eg SVA a3a8 a 
ee >| SVAN) SS 3-5 
Z| Kor- oT Tel 252 e Seber 
| a x <s 1} +) /3eom Ms 
| Alter | P&*8&15 4-3 Luft! O, (85 = |Luft! O, Luft} O,| Luft | O, | 8 SSN5S 
wicht |> \5 3 Da | 5 Law 
(kg) | IN<6] | B as 
|| PA. | 156,2 |. 215|210| — 5 [23 | 21 [60 60 | 5,92 | 624 0,32 509° a40,) 
624 | 52,6\I1. 60 W.|225|225| 0 | 24 | 25 | 60 | 60| 8,08 | 8,36 |+0,28 40-14% 
>) YK. [1580/1 265|260| — 5) 9 | 9/84 | BI | 5,16 [4,57 |—0,59 s500¢_5,60,) 
2) 633 | 67,011. 60 W.272|282| +10 | 12| 9 | 84| 84 | 7:56 | 6,13 |—1,43 
3 KK. | 149,0| 1. 250/250; 0) 7 cra 96/96 4,75 | 4,27 |—0.88 409 — 119 
920 | 56,4 | 260 | 250 10 12|10|96 | 90 4.56 430 | —0,26 = 0) 
4) TS. | 161,0) TI. | 2351235 oy 15 5 47 78 | 72 | 5,78 | 5,92 |F0,14 5 150° — 160 
626 | 54,0 I, 60 w] 240| 230 15 | 78 | 72 | 6,08 | 5,88 |—0,20 — 16%) 
S| AT. | 16,5] 1 (235 | 250 $5] 13 | 92 84) 6,97 | 7,59 |+0,82 4309o,40 
| ‘21 | 69:0lI1. 60 w. 240|250| +10 11 | 43 | 88 | 88 698 | 7°85 |4087 0) 
8.Y. I. (330/325, — 5] 18| 18 75 72) 4,77 | 5,82 +1,05 
© ¢19| 578 330| +14] 19| 19 69 | 69 | 5,64 | 5,14 |—0,50 2°0%—21%) 
T] S.T_| 160,5) T 180|180| 0) 14 | 13 | 64 | 61 | 3,22 | 4,02 0,80 >559-_ a90, 
| ¢17| 41,4 (II. 60 W. 190/175) —15 | 1 64 | 61| 3,67| 367| 0 7) 
3) MM. | 152,0) 1 193/173, —20 | 15 | 14| 72 | 63 | 5,80 4,75 |—1,05).99, 30,, 
220} 53,2 u. 45 W.| 173 | 183 7 15 | 13 | 63 | 66| 5,01 | 3,97 |—1,04 200%— 3%) 
0.T. 195 REE 4,56 | 5,23 [40,67 
9 om 53,8 210] + ts | 15 | 69 | 69 | 5,55 | 5,12 |0,43 2000(—22%) 
44,7(1. [170/175| + 5117] 16| 751 75 | 4,49 | 4,35 |—0,14 
10| $20 | ‘468 wit i701 2 3 /45|47| 78 | 73 | 456 4,52 —0,04 2600(— " 2%) 
TK. | 1605 TT. 276 a) — - ‘11 | 8 | 72 | 66 | 13,54 | 13,62 |+0,06 
ni 620) 56,0 | 276 | 266| —10 ala | 69 | 66 | 15,01 14,86 HAT 3100(—16%) 
KY 198/198 | 0 | 20 19 84 84 | 6,55) 6,18 —0,37 : 
12) 918 S34 93|201| + 19 | 19 | 84! 87| 7,08 | 5.78 |—1,30 2000(— 49%) 
LT. | 1548/1 "368 255 9 >| 9] 87 | 87] 7,74 | 7,07 |—0,67 aanv ano, 
13| $28 340 }250| 245] 5| 9| 8| 30 87 | 6,63 | 6,33 —0,30 0% — 109 6) 
—\S.8. | 167,4/L 1145(145| 0) 11) 11/6 60 | 4,68 437 [Fo,19 
at $38 | Bain 60 wl 150145 — 5} 12 | 14| 60 | 60 | 5'52| 4°78 | 4 [426— 3%) 
164,2 296 | 286 | —10 | 101 131 6 ce 59 | 7 12 87 
154 6m 65,3|I1. 60 W.|286 276 —10 | 14 | 14 | 63 | 63 | 7,98 | 7,31 my 3890(— 29%) 
a 456,01. (235 | 235 | 15; 13 | 60 60) 4,15 4,27 +o 12 acon 19%) 
325 52,8 II. 45 W. 230/215) —15| 15 17] 60 60| 4,67 | 4,21 |-0,46 700(—11% 
[ 161,8) I. 266 |253) —15 | 12/12 | 84 78] 7,39 | 6,43 |—0,96) 
17 $37 |, 65,0 I. 60 W. 258 | 253 sh 10, 112 | 78 | 78| 6,81| 631 —0,50°)>%- 20%) 
cal SY. 267 |272| + ; 15 | 60/57 | 4,30 | 4,83 /+0,33 3940(— oes 
630 | 58,6|I1. 60 W257 | 267 | +10 13 | 54 | 54| 4,82 | 5,15 +0;33 0) 
19| 8-H. | 152,4 ~ | 250/244 15 72 | = 4,55 4,20 |\—0,35 2780(-+ 2 ) 
928 55,0 |240|250| 3.10 15 69 | 5,10 4,08 |—1,02 278%+ 2% 
152,0 285 | 295 +10 0 69 @ 8,67 | 8,23 |—0,44 
20| 4 642 59,0 | 240 |240| o| 7 8 63 | 63 | 7,08 | 7.17 |4-0,09 2!9X—16%) 





Unter tliesen waren indessen einige Fille, aus deren klinischem Befunde daraus 


geschlossen werden sollte, dass sie nicht sehr schwer krank waren. 


Darum 


ist zwischen dem Avftreten des O,-Defizits und dem Krankheitsprozesse kein 


Parallelismus vorhanden. 


Vielmehr wird das O,-Defizit hier einen Anhalt 


gewahren, die Menge der nachzufiillenden Luft zu bestimmen und das Inter- 
Betrach- 


vall der Behandlung des kiinstlichen Pneumothorax zu regulieren. 











Tabelle 
O,-Defizitsfalle 


























| Korper- 0.-A oe) yl . 
ai wAufnahme.§ & 6) Atem- 
Name | my (ccm/ Min.) Pefo S| frequenz 
Nr. | Datum |— a Diagnose ES ‘| =— . 
per | |\S<i > | 
Alter | gewicht | Luft; O, |§ <§ &| Luft! O, 
(kg) i es: ie NO — 
~ » | 197K = | 164,8 |Tbc. pulm. dupl. | + 4 
6 | 1940 % 28| 56,0 \(productiv) | _—«|,_ 267 - 308 Dead Mes 
ay | 19/11 | O. i" “| 163,0 Tbe. pulm. dupl. 
37 1941 6 23 53,0 (vorwiegend PE ” | 20 | teed all = 
; | 7/XIl |S. M. | 152,0 The. pulm. dupl. | | 
4 | 1940 Q 18 47,7 (vorwiegend exsudativ) baud 169 +27 | Sas | a 
it , S. A. 163,7 |The. pulm. dupl. Ti 
7 | 20x11 38 | S42 \productie) | 211 “424 | 17 | 16 
Tabelle 
O.-Defizitsfalle nach 
K6rper Versuchs- O, - Aufnahme|3 é : E | Atem- 
ames Maes zeit (ccm/Min. ) fe s Of! frequenz 
Nr. [Datum —_—_— Diagnose I.=Ruhe |— ——|ES + & 
K Il. = Arbei a< 23 
Orper- = >it - | 
Alter gewicht / Watt/Min. Luft O, 15 a) §} Luft | O, 
= Tes \58/ ae, ” ede IN © <i = | 
9 (26/X11N.T.| 154,3 ie ~ = ! | 200! 20! 0 | 20 17 
‘ - € 7 2 
pa _ 925) 59,0 zirthotisch) Il. nde | = 7 ical Ll 
29/I |M.I. 153,2| The. ulm. ra l. I. 193 193 0 19 19 
20 P P 
1941 | 930 58,6 | Gente) II. 45 W. 188 243 +55 19 17 
25 | 5/II K.T. 161, 5 The. pulm. dal . |} 184; 194 | +3 } 20 20 
633 55,0 (productiv) I 60 W. | 184) 226| +42 | 24 | 24 
, | 25/11 W.P. 165,0| —— - ik | 272| 272} o | 2 | 23 
| 1942 621 44,8) (vorwiege Il. 30 W. 282 | 307| +25 | 27 | 27 
| exsudativ) 
. (3 ' Tbe. pulm.dupl. | > eo ae ae es a 
148, 5 | : & 232 | 237 | +15 23 22 
67 | 17/I11 | (vorwiegend 
918 51,0} exsudativ) Il. 45 W 192 | 262 | +70 30 26 
| Tbe. pulm. dupl. ar oF we 
147 0 ‘ 285 285 0 19 17 
106 | 29/V ¢ (vorwiegend ’ | 
933 40,0 exsudativ) I. manndbets an6 ” +% » 14.5 
F 7 XIIS.M. 152,0 gy on pe I. | 142! 169! +27 | 19 | 24 
C , 
| 1940 918 47,7) Oonaacey lu-ca.30W.| 187) 251] +64 | 21 | 18 
7/20 XI S.A.) 163,7| Tbc. pulm. dupl. I. 211 235 +24 17 16 
628! 54,2 (productiv) II.ca.30W.| 225 | 249 +24 15 18 











tet man dann die Anderungen des Atemminutenvolumens, so ist die Differenz 
des Atemminutenvolumens unter der Luftatmung und der O,-Atmung bei 


Gesunden im allgemeinen gering, wahrend sie bei Lungentuberkulésen in 


ziemlich vielen Fallen betrachtlich ist. 


Insbesondere das Atemminuten- 


volumen unter der Luftatmung ist in sehr vielen Fallen grésser als das unter 
der O,-Atmung (Fig. 3). 





Wenn man die Anderungen des Atemminuten- 
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in Ruhe. 
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| Vol. in Liter | A 
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— . e | Abod. Zunahme Bemerkungen 
Luft | 0, | Luft | 0, | (=:EuéS0s) |im Vergleich mi 
| Skg. 50 
126 120 ean “ ~ 1,53 r: 1100 - 73%) | rs. Pleura Schwaltenbildung 
123 120 15,19 | 13,44 ~ 1,75 1850 (—5 55%) Skg. 90 
al a1 satel ae | ir ee Skg. 90 ones “aces 
96! 93 4,65) 4,53 — 0,12 i 950 (— 64% 4 
‘8 aa og oop ae ~ iat 7) | Skg. 70 
93| 87 5,79 3,95 — 1,84 2100 (—52%) 9, ir 
3. 
eee 
| Atem-Min.- | Vitalkapazitat 
Pulszahl | lv. ol. in Liter Differenz des paca 
——_——, maT, ae — -Vol. | Abod. Zunahme Bemerkungen 
re eer 
veal sd be! bel ee 
72 72 | 5,40 | 3,63 | — 1,77 , Skg. 59. Tbe. Baz.-Kultur (—) 
75| 72] 4,78 | 2,96 | ~ 1/82 1550 (—45%) | is. ‘Kiinst. Pn. th. 
93 90) 5,82! 5,62 — 0,20 — oe 
93 93) 7,47) 4,80 — 2,67 | 1350 (—54%) | Skg. 36 
93| 84/| 7,30 7,10 — 0,20 OR; Pen 
84| 78| 7,30 5,86 ~ 1,17 | 2440 (—41%) | Skg. 80 
105 | 102 7,33 | 6,62 | 0,71 | 1400 (66%) | Skg- 67. Herzklopfen nach ie 
105 | 102) 8,33 | 7,59 | — 0,74 10 Acushenchoting (+) 
114} 108 4,13 | 3,71 — 0,42 1200 (—55%) | Ske. 70. Becshiogien each der 
114 | 102) 4,72 4,48 — 0,24 wth lia Arbeitsbelastung (+) 
Pa ae = fe inane —s —— 
105| 105 | 7,24| 6,40 | 0,84 ie 
120| 105] 7,71| 9,20] +149 | '00(—58%) | Ske. 6° 
9 | 93| 4,65 | 4,53 0,12 Skg. 104 
99 3 | 3,72 2 | 3,73 + 0,01 950 (—64%) ls. Kiinst. Pn. th. 
931 987| 5,79 | 3,95 Te pean | Skg. 70 | 
87| 84| 5.34) 4,28 —1,06 | 2100 (52%) | ¢5."Kiinst. Pa. th. 








volumens, Gesunde und Lungentuberkulése zusammen, von der Grésse der 


Vitalkapazitat aus betrachtet, so sieht man, wie Fig. 4 zeigt, 


die Neigung, 


dass bei den Fallen mit kleinerer Vitalkapazitat die Anderung des Atem- 


minutenvolumens gross ist. 


Es wurde ferner keine kestimmte Beziehung 


zwischen der Anderung des Atemminutenvolumens und dem Auftreten des 


O,-Defizits festgestellt. 
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Tabelle 
O,-Defizitsfalle nach Kollapsbehandlung 
| K6rper- | | co | 
| Name} lange . .. |O,-Aufnahme} § z 5 | Atem- 
lo | _| (cm) Versuchszeit | (ccm/Min.) he E | frequenz 
eo} Bs | | Kérper- , I.=Ruhe | lg.eS | 
Z| s | Alter pom oe Diagnose ae ss) idee 
pO Pt tke) te = 
| | (Seite d. te Luft | O, nog Luft | O, 
} ] | Cc | 
|__| Pneumothorax)| oe ks 2 
38/ 18/II | S.T. | 168,0 I. | 240] 250| +10 | 18 | 17 
1941 | @32| 64,9 II. Is. 23 | 245] 300/ +55 | 23 | 23 
(bds.) Tbe. pulm. 500 ccm 
| 19/11 ” upl. III. am nach- | 200| 262| +62 | 22 | 21 
(zirrhotisch) sten Tage | 
20/I1 IV. nach zwei} 290| 282| — 8 24 26 
Tagen 
50! 4X | TT. | 153,2 I. 225| 214| —11| 17 | 16 | 
| 1941 | 924 49,4 | Tbe. pulm. II. rs. 16 248 | 350} +102 17 14 | 
| 5/X | (bds.) | dupl. 400 ccm 
- (hamatogen) | IIl.am nach-| 244 | 270 + 26; 21 17 
| | sten Tage | | 
56| 24/11 | T.K. | 164,1 L | 250] 260] + 10| 18 | 19 | 
| 1941 | $19 57,8 | Primarinfilt- — ol 260 | 295 + 35 20 23 
| 25/11 (rs.) rierung III. am nach- | 250] 265| + 15/ 19 | 18 
| sten Tage 
48} 3/III | S.B. 172,0 | Tbe. pulm. 1. 220 | 200} — 20) 16 15 
1941 | $20 54,8 | dupl. II. rs. 21 210 | 280 + 70 15 16 
(rs.) (productiv) 600 ccm 
82 23/III | H.T. 168,3 | Tbe. pulm. I. 350 | 320} — 30; 13 11 
1942 | 625| 58,7 | dupl. IL Is. 9 278 | 303| + 25] 15 | 13 | 
} (ls.) (vorwiegend 400 ccm } 
, zirrhotisch) | 
7 \20/XI]j S.A. 164,0 | Tbc. pulm. I. 211 235 + 24] 17 16 
| 1940 | $28 54,2 | dupl. II. rs. 10 190 | 250} + 60] 16 15 
26/XII (rs.) (productiv) 500 ccm 














Il) Ergebnisse der Arterienblutgasanalyse. 


1. In Rube 








Bei 8 Gesunden betrug der O,-Sattigungsgrad des arteriellen Blutes 87- 
95,7%, im Durchschnitt 92,5% (Tabelle 5). 4 Falle davon wurden im gleichen 


Versuchsgang der spirographischen Untersuchung unterzogen. 


Bei 49 


Lungentuberkulésen betrug der O,-Sattigungsgrad des arteriellen Blutes 56, 
7-97,5%, durchschnittlich 88,1%. Bei 30 Fallen davon wurde im gleichen 
Versuchsgang die spirographische Untersuchung durchgefiihrt, in der aber 
Wie aus Tabelle 6 ersichtlich ist, zeigten 3 


kein Fall ein O,-Defizit zeigte. 


Fille (Nr. 4, Nr. 27 und Nr. 31) (6,1%) eine erhebliche Sauerstoffunsattigung 


des arteriellen Blutes, insbesondere die 2 letzteren eine recht starke. Bei Nr. 
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4. 
und ihr Erholungszustand. 
i 
; | Atem-Min.- | | oe ae 
Pulszahl | Vol in Liter Differenz des | Pee 
j »m-Min -V | ») 4 
| a oes - Ab- od. Zunahme} Bemerkungen 
(7: Luft >O;) | im Vergleich 
Luft; O, | Luft} O, | > mit Sollkapazitat) 
9 | 90 | 9,96} 6,90) — 3,06 2250 (—47%) | Skg. 12 
93 | 87 | 10,49| 7,45} ~ 3,04 | 1850 (—56%) | Tbe. Baz.-Kultur (—) 
96 | 96 | 11,49] 8,02| — 3,47 | 1950 (—54%) 
| 
102 | 90 | 12,29 11,911 ~ 0,38 2100 (—50% 
| sa ae | ae! Sees 
84 | 80 | 6,46) 4,58 — 1,88 | 1100(—60%) | Skg. 54 
ae oS 4,17) 3,21 | ~ 0,96 | 850 (—75%) 
| 
78 | 78 | 6,10! 4,02) — 2,08 | 1100 (—60% 
| | 
75 | 69 | 9,23! 7,971 —1,26 2320 (—44%) | Skg. 10 
72 | 63 | 8,50! 6,44| — 2,06 | 2050(—50%) | The. Baz.-Kultur (+) 
72 | 63 | 8,65) 6,83) — 1,82 2250 (—46%) 
| 
99 | 87 | 7,17] 6,39 — 0,78 | 2730(—38%) | Skg. 28 
81 | 75 | 5,43] 6,88 + 1,35 2400 (—45%) | Thc. Baz.-Kultur (+) 
90 | 84 | 6,99] 5,94| — 1,05 2200 (—46%) | Skg. 27 
90 | 90 | 6,90) 4,99 — 1,91 1800 (—58%) | Tbe. Baz.-Kultur (+) 
93 | 87 | 5,79] 3,95) 1,84 2100 (—52%) | Skg. 70 
85 82 5,34 4,30) 1,04 1500 (—64%) | Ruhe O,-Defizitsfall 





4 wurde auf der R6ntgenplatte eine produktive Veranderung im ganzen Felde 
beider Lungen gefunden ; bei diesem Fall betrug die Vitalkapazitat (—) 66% 
und der O,-Sattigungsgrad 78,6%. Wenn er auch spirographisch in Ruhe 
kein O,-Defizit zeigte, so wies er doch nach der Arpeitsleistung cin leicht- 
gradiges O4-Defizit (Tabelle 7) auf. Nr. 27 und Nr. 31 waren sehr schwere 
Falle, bei denen die Vitalkapazitat gering war und schon in Ruhe ein dysp- 
noischer Zustand beobachtet wurde. Bei ihnen gelang die Registrierung der 
Atmung nicht. Aus dem Gesagten ging hervor, dass bei den Fallen, die schon 
in Ruhe eine erhepliche O,-Unsattigung des arteriellen Blutes zeigen, die pul- 
monale Funktionsstérung so gross ist, dass die Patienten selbst die Mund- 


stiickatmung nicht vornehmen kénnen. Man konnte ferner feststellen, dass 
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Fig. 3. Schwankungsbreite u. Durch- 
schnittswert der Differenz des Atem- 
minutenvolumens vor u. nach Ar- 
beitsbelastung und Kollapsbehand- 
lung. 


Differenz des AMLV. in Liter 
ae 

















gam) = (Durchschnittswert. 

1) 20 Gesunde vor und nach Arbeits- 
belastung. 

2) 56 Lungentuberculése vor u. nach 
Arbeitsbelastung. 

3) 37 Lungentuberculdse vor u. nach 
Kollapsbehandlung. 
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es auch solche Faille gibt, die spirographi- 
sch das sog. O,-Defizit zeigen nich aber 


blutgasanalytisch eine Sauerstoffunsitti- 


gung zeigen; denn wahrend die 30 Fille, 
bei denen die spirographische Unter- 
suchung und die Blutgasanalyse gleichzeitig 
durchgefiihrt wurden, spirographisch kein 
O,-Defizit zeigten, zeigte 1 Fall davon 
eine O,-Unsattigung des arteriellen Blutes 
von 78,6%. 


2. Nach Arbeitsbelastung 


Wenn man 8 Gesunde mit der oben 
geschilderten Arbeit belastete, betrug der 
O,-Sattigungsgrad des arteriellen Blutes 
nach der Arbeitsleistung, wie Tabelle 7 
zeigt, 88,5-95,1%, im Durschchnitt 91,96 
%, annahernd gleich dem Durchschnitts- 
werte von 92,5% in Ruhe. Und die 
Differenz des O,-Sattigungsgrades des 
artetiellen Blutes vor und nach Arbeitsbe- 
lastung schwankte zwischen (+) 3,0—(—) 
3,9%; (—) bedeutet die Fille, bei denen 
sich der O,-Sattigungsgrad nach Arbcits- 
leistung im Vergleich mit dem in Ruhe 
herabsetzte, und(+)die umgekehrten Fille. 
W. Vorwerk™, Gaubatz"™ u. a. stellten 
bei Gesunden auch eine Herabetszung des 
O,-Sattigungsgrades des arteriellen Blutes 
von 3-10% fest und fiihrten sie auf eine 
ungleichmassige Verteilung der Blutzirku- 
lation in der Lunge zuriick. Weil in un- 


seren Versuchen die grésste Herabsetzung des O,-Sattigungsgrades des arteri- 
ellen Blutes 3,9% betrug, wurden die Werte bis zu 3,9% als normal und die 
von iiber 4,0% als abnormal betrachtet. Bei 22 Lungentuberkulésen betrug 
der O,-Sattigungsgrad des arteriellen Blutes vor Arbeitsbelastung 78,6-97,1%, 
im Durchschnitt 90,2% und nach derselben 69,2-94,0%, durchschnittlich 
86,7%. Bei 8 Fallen (36,4%) davon betrug die Differenz des O,-Sattigungs- 
grades des arteriellen Blutes vor und nach Arbeitsleistung iiber (—) 4%, und 


zwar betrug der Maximalwert (—) 13,5%. Bei 17 Fallen von den 22 Lungen- 
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Spirographischen Methode als Funktionspriifung der Lunge 


Fig. 4. Beziehung zwischen der Differenz des Atemminutenvolumens und 
Vitalkapazitét vor und nach Arbeitsbelastung. 
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tuberkulésen wurde im gleichen Versuchsgang die spirographische Unter- 
suchung durchgefiihrt. Betrachtet man die Beziehung zwischen der blut- 
gasanalytischen und der spirographischen Untersuchung, so zeigten 3 Faille 
(Nr. 4, Nr. 7 und Nr. 46), wie man aus Tabelle 7 ersieht, nach Arbeitsleistung 
ein O,-Defizit. Nr. 4 war der Falle, der, wie oben erwahnt, schon in Ruhe 
eine O,-Umsiattigung des arteriellen Blutes zeigte, wahrend spirographisch 
kein O,Defizit bestand. Wenn er aber eine Arbeit von ungefahr 30 Watt/Min. 
leistete, betrug der O,-Sattigungsgrad 69,2% und zeigte spirographisch ein 
O.-Defizit. Nr. 7 zcigte ebenfalls mit einem O,-Sattigungsgrad von 77,8% 
eine O,-Umsattigung, und Nr. 46 zeigte spirographisch ein leichtgradiges O,- 
Defizit und mit einem O,-Sattigungsgrad von 83,7% eine leichtete O,-Unsat- 
tigung. Diese 3 Falle waren alle schwer krank und zeigten sowohl spirograph- 
isch als auch blutgasanalytisch eine O,-Unsattigung. Es gab indessen 2 Fille, 
die blutgasanalytisch cine O,-Unsattigung zeigten, wahrend sie spirographisch 
kein O,-Defizit zeigten (Tabelle 7, Nr. 3 und Nr. 6). Aus diesen Ergebnissen 
kann man schliessen, dass bei den Fallen, die spirographisch ein O,-Defizit auf- 
weisen, blutgasanalytisch gewiss eine O,-Unsattigung konstatiert wird und dass 
es aber auch solche Faille gibt, die spirographisch kein O,-Defizit, allein blut- 
gasanalytisch eine O,-Unsattigung zeigen. Unter den Fallen, die spirograph- 
isch ohne O,-Defizit sind, sind aber diejenigen, bei denen die Herabsetzung des 
O,-Sattigungsgrades des arteriellen Blutes erheblich ist, und diejenigen, bei 
denen sie normal ist. Sie zeigen aber in der spirographischen Untersuchung 
keinen Unterschied. Wenn auch bei den Fallen in Tabelle 9 der O,-Sattigungs- 
grad des arteriellen Blutes nach Arbeitsleistung sich verhaltnismassig erheblich 
herabsetzte, wurde doch zwischen der Herabsetzung des O,-Sattigungsgrades 
des arteriellen Blutes und der Vitalkapazitat kein Parallelismus festgestellt. 











Tabelle 


Blutgasanalyse vor und nach 





. Korperlange . 
Name | em) Be | Veremchoneis Gesamte | Arterielles Blut % 


| 

Datum =Ruhe O; | Differenz des | 
| 

} 


Alter Korper- ar =Acheit Kapa- | . . 'O, -Sittig- | 















































ap O,-Sattig- 
gewicht (kg)| Watt/Min. | zithe | Gehalt | ungsgrad a, 
g** 156,2 I. | 20,34 | 18,98 [| 93,3 i: 
HO/TL 1942 | & 24 526 .6ow. | 201 | 185 | 920 — 13 
~ T_a-—| wae} + 1 a i@we| os |)h; 
‘ 26) u 833 | 67,0 «60 W. | 19,66 | 17,4 | 88,5 + 1,5 
[| KK. | 149,0 1. GC Te sh pao 
JOM | 9 20 | 56,4 «| W45w. | 1904 | 17354] 91:9 +30 | 
6/IV 7. & | 1610 | I. 19,31 18,43 | 94,7 | 39 | 
FY |e 2%] 540 | - 60W. 18,87 | 17,54 90,8 —— 
anv M. T. 161,5. | 20,11 | 18,76 | 93,2 = | 
SAY |e23| wp | a 60W. | 19,76 | 1843 93,2 | 
— I. T. 166,0 Td | 20,21 | 18,63 92,2 ae 7) 
>! | @ 32 57,0 11.60W. | 19,98 | 17,98 90,0 —< 
? we. 5 | le “| “el wet “S| 6h. 
MV |g 6} 610 | teow. | 18°2 _| 1732 | 95,1 +01 
uy [tel a |e [15,82 |" 15,14 | 95,7 (| _ a 
| @ 22 | 63,0 | U.45W. | 15,54] 14,65 | 942 | 
Tabelle 
O,-Unsattigungsfille bei 
Korper- : 
Name| lange Aterielles Blut % Py eee 
“| (cm) (ccm/ Min.) 

Nr. | Datum 4 oo Diagnose ' Be | KS ‘ana 

| Alter | gewicht Lat hak) Gf | 

(k O,-ka-|Gehalt\gungs-| 

; | = So 5. 2 Se lpazitac! | grad | £ 
4 { 25m |w.s.| 165,0 | The. pulm. dupl. | 12,71} 9,99] 78,6| 272] 272 | 

| 1942 @ 21 44.8 p | Qeetuenie) 

a7 | 25/11 | ay. | 146.5 | The. pulm. sinist. | 14,14| 8,53| 60,3 

$1 sy 37,8 | (vorwiegend exsudativ) | | 
} 

31 | 27/1 | A.T.| 160,0 | Tbe. pulm. dupl. | 15,08 8,55 56,7| 
35 43,0 | (vorwiegend exsudativ, | | 
| cavernés) | 
| 





3. Lungenkollapstherapie 

Bei 17 Lungentuberkulésen wurde die Lungenkollapstherapie angewen- 
det. Bei 2 Fallen davon wurde die Phrenikusexairese ausgefiihrt und bei den 
iibrigen ein vollstandiger oder fast vollstaéndiger ein- oder doppelseitiger 
kiinstlicher Pneumothorax angelegt. Bei 8 von den 17 Fallen wurde im 
gleichen Versuchsgang die spirographische Untersuchung durchgefiihrt. 
Bei den 17 Fallen betrug der O,-Sattigungsgrad des arteriellen Blutes vor der 
Kollapsbehandlung 81,7-97,5%, im Durchschnitt 90,4% und nach derselben 
82,5-93,6%, durchschnittlich 87,4%. Die Differenz des O,-Sattigungsgrades 
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Arbeitsbelastung bei Gesunden. 








O,-Aufnahme 


Zunahme der 






































(ccm/Min.) lO, -Aufnshme Atemfrequenz Pulszahl Vitalkapazitat 
—_ : oe | enter l . an (prozentische Ab- od. 
Luft | O, | O,-Atmung| Luft | 0, Luft O, —— Vergleich 
| (ccm) | mit Sollkapazitat) 
“275 {| 20; —-5 | BS 21 “60 2 eee : 
23 | 295 0 24 25 60 60 | 3400 (— 14%) 
265 mo , — 5 9 9 84 81 ; , 
272 | 282 + 10 12 9 84 84 3800 (— 6%) 
—30 | 20; oO | 7 | 2 | % | % | _— 
260 | 250 | —410 12 10 % | 90 2400 (— 11%) 
~ —_ | et | =. = . aa? oe , , 
_mo | 20 | -w | i | is | wm | 2 | 31-16%) 
| 2900 (—26%) 
3800 (— 7%) 
| | 3000 (—20%) 
| 2900 (— 8%) 
6. 
Blutgasanalyse in Ruhe. 
| | 
Zunahme der} Atemfrequenz | Pulszah! Vitalkapazitat 
O,-Aufnahme|_ oe eae (prozentische | 
unter | Ab- od. Zunahme Bemerkungen 
O,-Atmung “ | im Vergleich mit | 
? (ccm) Luft O: | Lat O: Sollkapazitat) 
0 | 21 | 23 105 | 102 1400 (—66%) | Skg. 67 
| | | Shali 67% 
| 105 | 102 | 1600(—51%) | Skg. 65 
| ° & 
| | Kurzatmigkeit (+) 
| 500 (—85%) | Skg. 118 


Shahli 75% 
K6rpertemp. 38,5°C 
Dyspnoe (+) 
Odem (+) 


des arteriellen Blutes vor und nach der Kollapsbehandlung betrug im Durch- 


schnitt (—) 3,0%.. 


Bei 8 Fallen (47;1%) von den 17 Lungentuberkulésen 


betrug die Differenz des O,-Sattigungsgrades des arteriellen Blutes vor und 
nach der Kollapsbehandlung iiber (—) 4,0%, der Maximalwert (—) 8,9%. 
Dieser Wert ist im Vergleich mit dem nach Arbeitsbelastung verhaltnismas- 


sig niedrig. 
Differenz des O,-Sattigungsgrades des arteriellen Blutes vor und nach der 
Kollapsbehandlung zeigten, wurde aber fast bei keinem Falle eine O,-Un- 


sattigung nach der Kollapsbehandlung wahrgenommen, abgesehen von Nr. 


Wenn auch so ziemlich viele Fille eine verhaltnismassig grosse 



























































Y. Tutumi 
Tabelle 
O,-Unsattigungsfalle bei Blutgasanalyse 
| Korper- | | | 
|Name| — | Versuchensit | Arterielles 
/ 
| ——— = | a q ———— 
Nr. | Datum | | Koeper Diagnose | nae le s | 4 
per- | Il.—Arbeit Eu 5 
| Alter | gewicht | ni ; dog 5 
| (kg) | Watt/Min. SY & % 
7 | | Te) ps e) 
4 | 2/Il | W.S. | ~ 165,0 | Tbe. pulm. dupl. ie 12,71 9,99 
__-_|_ 1942 | 621 | 448 | | (productiv) | I. 30 W. | 11 67 8,08 
- 17/11 T.R. 148,5 | Tbe. pulm. dupl. 1. | 18,08 { 16,5 — 
ae | 218 | 51 0 | | (vorwiegend | exsudativ) II. 45 W. 16,34 | 11,71 
46 |» 29/V T.T.  147,0 | Tbe. pulm. dupl. | ‘> | 17,76 | 15,98" 
! 7 . & 0 _(vorw iegend exsudativ) _ : _W30W. 16 "72 14 ‘01 
3 | 24) 7 {Tt 162,0 | Tbe. pulm. dupl. | 1. ~ 18,65 | 16,43 
‘ =! 333 __54,0 | (vorwiegend exsudativ) | II. 60 w. | _17, 78 13,32 
6 ee 9) ll S.S. 154,0 | Tbe. pulm. dupl. I. 15,1 | 14,21 | 
645 49,4 | Gqendhatte) II. 60 W. | 15,04 12,12 | 
Tabelle 
O,-Unsiattigungsfalle bei Blutgasanalyse 
; Korper- ; 
Name a a Arterielles Blut % | 
| Se | K6rper | Diagnose — lg s | 3 r ¥ St % ” | 
ie gewicht |M=nach |& 05) 3 | ge BOSS 
4 lc S ) 
(ke) | K.P.T. 18° e ite Ese & 
jm ¥} 0 [PRAMS | 
ry pee NOE | the. pet. sinioe| 1 ~~ {| 
22 | 23/1 | in. T. | 168,3 . : 17,09 | 15,54) 90,9 
| (vorwiegend II. 9 | 5 ? ¥ —8,4 
1942 | $25 58,8 | zirrhotisch) | 400 em] ane 14,65} 82,5 | 








22 in Tabelle 8, welche nach der Kollapsbehandlung eine leichtgradige O,- 
Unsattigung zeigte. Wenn dieser Fall auch verhaltnismassig leicht erkrankt 
war, in dessen R6ntgenbilde nur auf der linken Lunge ein produktiver, zir- 
rhotischer Schatten gefunden wurde, zeigte er nach der Kollapsbehandlung 
spirographisch ein leichtgradiges O,-Defizit und mit einem O,-Sattigungs- 
grad des arteriellen Blutes von 82,5% eine leichte O,-Unsattigung, und die 
Differenz des O,-Sattigungsgrades betrug (—) 8,4%. Wenn auch noch 
ziemlich viele Falle eine verhaltnismassig erhebliche Differenz des O¢Sat- 
tigungsgrades des arteriellen Blutes vor und nach der Kollapsbehandlung 
zeigten, zeigte doch kein Fall spirographisch ein O,-Defizit. Aus dieser 
Tatsache konnte man eine ahnliche Betrachtung wie im Versuche nach Arbeit- 
sbelastung anstellen 


Zusammenfassung. 


Wie oben erwahnt, haben wir zuerst vorwiegend nach der spirographis- 
chen Methode Lungentuberkulése in Ruhe, nach der Arbeitsbelastung und bei 
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7. 
nach Arbeitsbelastung. 
, (0,-Aufnahmel 3 & : satta 
Blut % | (cem/Min.) is ee Pulszahl $2253 
7 IO o es $.2N 
23 ic te Pwo | ¥ 5 | SENG Bemerkungen 
2 YA sv Es | an 2s 
AZ \BS Hz) Luft | o, 228) tuk oO, | Lut | o, | BE9S= 
25 ZS &| 1§ 2°: | >So Ee | 
SaP gs | | io Oe ii. an 
78,6 272 | 272 0; 21 | 23 | 105) 102 >| Skg. 76 
692 | — 4] 293! 307! 4251 37 | 27 | 408! i102 (1400 (—66%)| SB; Gro 
“91,3 | _4a0| 232] 247|+15[ 23 | 22 | 114] 108) She 
178 13,5| t92| 262| 4701 30 | 26 | 114 102 /1200 (—55%)| Skg. 70 
~90,0 285; 285; 0, 19 | 17 | 105| 105 . — 
83,7/ ~ %3 | 265| 290) 425! 18 | 14,5} 120] 105 |1100 (—58%) Skg. 69 
88,1 emt) gels SS] ol © 81 78 ‘ 
750 | —134| 272| 282| $10| 13 | 16 | 96| 93 2200 (—47%)} Ske. 90 
94,1 | | 282; 272[—10/ 16 { 16 ; 102; 9% | Che 
30,6| —135| 275| 280/45] 16 | 16 | 96| 93 |1300 (—66%)] Skg. 30 
8. 
nach Arbeitsbelastung. 
it ~ | be BI | 
yp eo |Og 3 | Atemfrequenz | _—_ Pulszahl Vitalkapazitat | 
Pars 3 g~| _| (prozentische | 
loge! | Abod. Bemerkungen 
| & ae | Zunahme im & 
Luft | O, |S£5)| Luft | O, | Luft | O, | Vergleich mit | 
< 2 2 
oes | Sollkapazitat) | 
| 5a | P 
INO 
6 ., | Skg. 27 
350 | 320 | -30| 13 | 11 | 90 84 | 2200(—-46%) | 278! me 
27 | 303 | +25) 15 | 13 | 90 | 90 | 1800 (—s8d) | Pec: Baz.-Kultir(—) 
| } 





Tabelle 9. 


O,-Unsattigung bei gleichzeitig angestellten spirographischen 
und blutgasanalytischen Untersuchungen. 





i, Fall 


~ 














O,-Unsattigungsfalle 
‘ in beiden 


O,-Unsattigungsfalle 
in nur blutgasanalyti- 


O,-Unsattigungsfalle 
in nur spirographi- 














Zale Untersuchungen scher Untersuchung scher Untersuchung 
in Ruhe | 0 | 1 0 
nach Pe : 
__Arbeitsbelastung 3 2 | 0 
nach Kollaps- —— a - 
__behandlung 1 | 0 ; | 0 
Summe | 4 Ss | 0 


der Anwendung der Lungenkollapstherapie das Auftreten des sog. 


O,-De - 


fizits gepriift und festgestellt, dass das O,-Defizit nur selten in Ruhe und zwar 
nur bei sehr schweren Fallen und auch nach Arbcitsbelastung oder Kollaps- 


behandlung verhaltnismassig 


selten auftritt. 


Dann haben wir bei Lungen- 
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tuberkulésen mittelst der Blutgasanalyse den O,-Sattigungsgrad des arteriellen 
Blutes bestimmt und im gleichen Versuchsgang die spirographische Unter- 
suchung durchgefiihrt, um die Beziehung zwischen den beiden Untersuchun- 
gen klar zu machen. Wie man aus Tabelle 9 ersieht, in der die Ergebnisse der 
Fille, bei denen die spitographische und blutgasanalytische Untersuchung 
gleichzeitig durchgefthrt wurde, angegeben sind, zeigten 4 Falle spirographi- 
sch ein O,-Defizit und blutgasanalytisch eine O,-Unsattigung und 3 nur blut- 
gasanalytisch eine O,-Unsiattigung. Es gab aber keinen Fall, der spiro- 
graphisch ein O,-Defizit, aber blutgasanalytisch kein O,-Unsattigung zeigte. 
Beriicksichtigt man diese Tatsache, so kann man wohl annehmen, dass die 
Falle, bei denen spirographisch ein O,-Defizit besteht, gewiss blutgasanaly- 
tisch eine O,-Unsattigung zeigen und dass es auch solche Faille gibt, die 
spirographisch kein O,-Defizit zeigen, wahrend blutgasanalytisch eine O,- 
Unsattigung vorliegt. Der Grund, warum die Ergebnisse beider Unter- 
suchungen nicht parallel miteinander laufen, kGnne, wenn auch gewisse Ver- 
fahrensfehler vorhanden sein mégen, darin liegen, dass die infolge der Arbeit- 
sleistung auftretende O,-Unsattigung meist nur vorlaufig ist und nur in der 
spirographischen Untersuchung vorangegangenen Blutgasanalyse erscheint 
und in der spirographischen Untersuchung schon verschwindet, so dass 
dabei kein O,Defizit auftritt. (Tabelle 7 Nr. 3 und Nr. 6). Und nur wenn die 
O,-Unsattigung sehr gross ist, wird sie in den beiden Untersuchungen ge- 
funden. Damit aber lasst sich der eine Fall (Tabelle 6, Nr. 4) nicht erklaren, 


Fig. 5. Bei den Gesunden vor Arbeitsbelastung. 
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Spirographischen Methode als Funktionspriifung der Lunge 


Fig. 6. O,-Defizitsfall in Ruhe (Tab. 2. Nr. 6). 


Luftatmung 


O,-Atmung 








Luftatmung 





O,-Atmung 





det nur in der Ruhe gepriift wurde. Eine so geringe O,-Unsattigung wie bei 
diesem Fall kann vielleicht spirographisch nicht registriert werden. Legt 
man es su aus, ist die Annehme wohl berechtigt, dass die beiden Untersuch- 
ungen im grossen und ganzen parallel miteinander laufen, aber man kann mit 
Sicherheit sagen, dass die spirographische Methode etwas minder scharf als 
die Blutgasanalyse ist. Was die Herabsetzung des O,-Sattigungsgrades des 
arteriellen Blutes anbetrifft, so ist sie im allgemeinen nach der Arbeitsleistung 
bei weitem grésser als nach der Anwendung der Lungenkollapstherapie. 
Darum ist der Gedanke berechtigt, dass die von uns aufgelegte Arbeit auf die 
Lungenfunktion einen grésseren Einfluss als die Lungenkollapstherapie aus- 
iibt. Aus dem Gesagten geht nun hervor, dass die klinische Anwendung der 
spirographischen Methode zur Priifung der pulmonalen Funktion nicht gerade 
von keiner Bedeutung ist, weil wenigstens bei den Fallen, die spirographisch 
ein O,-Defizit zeigen, auf das Vorhandensein einer St6rung der pulmonalen 
Funktion geschlossen werden kann. Da indessen die spirographische Unter- 
suchung nicht sehr scharf ist, muss bei den Fallen, deren klinischer Befund 
einen Verdacht auf das Vorhandensein einer O,-Unsattigung hegen lasst, wenn 
auch spirographisch kein O,-Defizit vorliegen mag, unbedingt die blutgasanal- 
lytische Untersuchung vorgenommen werden, um das Vorhandensein der 
O,-Unsattigung festzustellen. Kurz, die spirographische Methode ist nur als 
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ein Hilfsmittel zu betrachten, wenn eine St6érung der pulmonalen Funktion 
gtoss ist, und die Anstellung der Blutgasanalyse ist nétig, um festzustellen, ob 
die Lungenfunktion kompensationsfahig ist. 

Zum Schluss sind einige Kymographien unserer Versuche angegeben 
(Figg. V (a) V (b) VI VIL). 


Schluss. 


1) Unter 81  spirographisch untersuchten Lungentuberkulésen 
zeigten nur 4 Falle (4,9%) in Ruhe ein O,-Defizit. Es waren alles Kranke, in 
deren R6ntgenbildern exsudativ oder produktive Prozesse im ganzen Felde 
beider Lungen festgestellt wurden und deren Vitalkapazitat klein war. 

2) Wenn man 56 Lungentuberkulése, und zwar die mannlichen Ver- 
suchspersonen mit einer Arbeit von 60 Watt/Min. und die weiblichen mit der 
von 45 Watt/Min. belastete, fand sich ein O,-Defizit bei 6 Fallen (10,7%). 
Diese Falle wurden unter den schwer erkrankt Patienten mit cinet kleinen 
Vitalkapazitat oder unter den mit einem Pneumothotax behandelten gefunden. 
Es wurde festgestellt, dass die Atbeitskelastung gewiss zur Priifung der pul- 
monalen Funktion brauchbar ist. 

3) Unter 37 Lungentuberkulésen, bei denen die Lungenkollapstherapie 
angewendet wurde, trat ein O,-Defizit bei 5 Fallen (13,5%) nach der Kollaps- 
behandlung auf. Unabhangig von den Krankheitsprozessen der Lunge, fand 
sich das O,-Defizit meist bei den Fallen, deren Vitalkapazitat nach der Kollaps- 
behandlung verhiltnismassig klein war. 

4) Die Fille, die spirographisch ein O,-Defizit zeigen, zeigen blut- 
gasanalytisch gewiss auch eine O,-Unsittigung. 

5) Es gibt auch solche Faille, die spirographiscl. kein O,-Defizit zeigen, 
wahrend sich blutgasanalytisch eine O,-Unsattigung vorfindet. 

6) Die spirographische Methode ist nur dann anwendbar, wenn die 
pulmonale Funktion in hohem Grade gestért ist. Die Blutgasanalyse muss 
durchgefiihrt werden, um festzustellen, ob die Lungenfunktion kompensiert 
ist 

Diese Forschung wurde durch Uberlassung von Geldmitteln des Unterrichts- 


ministeriums fiir wissenschaftliche Forschung ausgefiihrt, wofiir herzlich gedankt 
sei.—Prof. Dr. T. Kumagai und Prof. Dr. T. Ebina. 
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In the present paper a new rapid micro method for the determination of 
milk fat with 1.0¢.c. of milk is presented. In the principle, this method is a 
modification of Gerber’s” acidbutyrometry. Jn connection with some of 
my works on human milk study, necessity compelled me te devise a micro 
method for human milk fat. One may consider it rather superfluous to de- 
vise a micro method for human milk fat, because one will think that Gerber’s 
acidbutyrometry may be applied to it without any modification. In our 
Laboratory, however, a number of investigators are analysing one and the 
same samples of human milk for different purpose, so that it is not rare that 
only a few c.c. of human milk should be divided among several workers. 
Hence the necessity of a micro method. 

As is well known, though thete are several reliable macro methods for 
the milk fat determination, Gerber’s acidbutyrometry is widely used in 
practice owing to its simplicity, rapidity and reliability. But with respect to 
the micro milk fat method, though I made a rather wide survey over the 
literature, I was unable to find any method suitable for my purpose. For 
instance, Kurz” published three micro methods of milk fat in 1923, the 
principle of one of his method was based on Gottliebs’s® fat method, that 
of another on Bang’s® blood lipid determination, and that of the other on the 
combination of both methods. Although there are also several micro me- 

1) N. Gerber, cit. P. Sommerfeld, Handbuch der Milchkunde, 1909 Wiesbaden, 253. 

2) O. Kurz, Mikrochemie, 1923, 1, 78. 

3) E. Gottlieb, Landwirtschaftl. Versuchsstationen, 1892, 40, 1. cit. PD. Sommerfeld, 


Handbuch der Milchkunde, 1909 Wiesbaden, 265. 
4) I. Bang, Biochem. Ztschr., 1918, 91, 88 and 235. 
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thods, besides these, based on an analogous principle, they are somewhat 
tedious and complex in the procedure and required long time for a single 
determination. Indeed, they may be accurate in the result, but they are far 
from being simple and rapid. 

Hence, a micro modification of Gerber’s method for a small amount of 
milk was devised by Tavs® in 1926. Though this method seems to be fit for 
my purpose, it has also some defects as will be discussed later. 

So, I devised my own micro modification of Gerber’s method, which is 
simple and rapid and convenient for my purpose. 


Apparatus required. 


Fig. 1. 
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A= My own micro Butyrometer with rubber stopper 

B= Rubber cap 

C=Capillary pipette ‘ 
D= Metal tube 

E=Tavs’s micro Butyrometer 





* 1), c.c. of capillary tube (from x toy in Fig. 1. A) is graduated into 8 
equal parts (which is further divided into 10 equal parts. See Fig. 2). 1 part 
corresponds immediately to reading 1.0% of milk fat. The butyrometer was 
designed under that assumption that the specific gravity of milk sample used is 
1.030 at 15°C and that of milk fat is 0.90 at 60°C. 


5) L. Tavs, Mschr. f. Kinderhk., 1926, 32, 487. 
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1. Micro butyrometer (Cf. Fig. 1. A). 
The full size and data are illustrated in Fig. 1. Both ends of the butyro- 
meter are open. 
2. Rubber stopper (Cf. Fig. 1. A). 
3. Rubber cap (Cf. Fig. 1. B). 
Cut a thick walled rubber tube in a length of 3.5 to 4 cms. and insert a 
short piece of glass rod into an end of the tube. 
4. Metallic centrifuge tube (Cf. Fig. 1. D). 
Copper plate is prefetable. Tin or galvanized plate should ke avoided, 
otherwise it will easily become rusty by the action of sulphuric acid. 
5. Capillary pipette (Cf. Fig. 1. C). 
6. Pipettes of 1.0c.c. and 0.1 c.c. 


Reagents. 
H,SO, (specific gravity=1820 Ph. Jap. V). 
Amy] alcohol, pure. 
Mercury. 


ONS 


Method. 


Put the rubber cap (Cf. Fig. 1. B) over Part a (Cf. Fig. 1. A) of the micro- 
butyrometer and then stand it upside down. Place ca0.1~0.2 c.c. of mercury 
in order to close Part ¢; of course, it will not flow down into the neck (Part b) 
due to its surface tension. Pipette 1.0 c.c. of sulphuric acid (Reagent 1) into 
Part d. Be careful not to wet the mouth (Part e) with the acid. Over the 
sulphuric acid, lay exactly 1.0 c.c. of milk gently and then add 0.1 c.c. of amyl 
alcohol (Reagent 2). Stop the opening (Part e) with rubber stopper (Fig. 1. 
A) and see that mercury do not enter rubber cap. Then, holding the butyro- 
meter again upside down or with rubber cap upside, make the mercury flow 
down to Part d, by squeezing the rubber cap. Then stop the mouth tightly 
with the rubber stopper. Wrap the butyrometer with cloth to prepare against 
a possible accident, because it will become very hot by the following procedure. 
Then shake it vigorously to mix the contents thoroughly, pressing the 
rubber stopper with the thumb lest it should come off. Then immerse and 
keep it ina water bath of temperature of 65°C for about 4to 5 minutes. Then 
take the rubber cap off and insert the butyrometer into a metallic centrifuge 
tube (Cf. Fig. 1. D) which is previously filled with hot water. Centrifuge it 
for about 2~3 minutes with a rotation of 1,500 to 2,000 times per minute. 
After the centrifugation, push the stopper a little so as to make the separated 
fat layer come into the graduated neck (Part b). Immerse it again into the 
water bath. Several minutes later, read the space occupied by the fat layer. 








it; 














It is recommendable to read the scales by an aid of a lens, 
reading is as is shownin Fig.2. The figure of reading is itself the percentage 


of milk fat. 


If one should fail to bring the fat layer into the Fig. 2. Method of reading 
(A portion of butyrometer 


is largely magnified). 


neck in spite of adjusting the stopper, loosen again 
the stopper a little and add small amount of hot 
water into Part d through the small opening (Part 
a) by way of acapillary pipette. Centrifuge it again 
for half or 1 minute and then proceed as before men- 
tioned. 

Cleaning the butyrometer is very easy, because it 
has two openings. After keeping it in the solution 
of caustic soda or in the mixture of potassium 
dichromate and sulphuric acid, wash it by use of 
water pump. 

The method is quite simple in procedure. After 
a short practice, one can easily estimate several milk 
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samples in succession within a short time with reliable results. 


Discussion. 


The comparison of the data obtained by my own micro method and by 
Gerber’s original method is listed in Tables 1, 2 and 3.* 


TABLE 1. 


Comparison of fat content of cow’s milk between Gerber’s 


original method and my own micro method. 





The method of 





* Read between a and b 


The deviation of 








. : Fat content ot milk by | Fat content ot milk by or ‘ 
No. of experiment Gerber’s method | my micro method , Difierence (%) 

1 3.30 3.4 + 3.0% 

2 3.25 3.3 + 15, 

3 3.25 3.3 + 1.5, 

+ | 3.00 3.1 + 33, 

5 | 2.95 3.1 + 51, 

6 4.00 4.0 eS -. 

7 4.05 3.9 .) 

8 4.00 3.9 : Am 

9 4.50 4.4 23. 

10 3.10 3.1 S « 

11 2.80 2.8 i 

12 2.95 3.0 * 17, 

13 3.40 3.5 + 29, 

14 3.15 3.3 + 48, 

15 3.10 3.0 — 3.2, 

16 3.10 3.0 a 

17 3.15 3.3 + 48, 
Average of difference + 2.6% 


* Actual determination of milk fat with different samples of human milk will be reported in 
the following paper of mine (Cf. 176th Report of the Peroxidase Reaction), to appear in a. 
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TABLE 2. 


Comparison of fat content of human milk between Gerber’s 
original method and my own micro method. 





Fat content of milk by | Fat content of milk by | 








J > rj > iffere » (0 
No. of experiment Gerber’s method my own micro method Daieamee (%) 

1 1.55% 1.4% — 10.0% 

2 1.75 , 1.8, + 28, 

3 3.10 ,, 3.1. Ss 

4 2.50 , 2.6 » + 4.0, 

5 2.35 » 2.3 » - 21, 

6 2.55 » 2.6 » + 2.0, 

7 3.65 » 3.8 » + 41, 

8 2.90 , 28, — 34, 

9 3.05 » 325 + 8.2, 

10 4.80 , 48, Os» 

11 4.90, 48, Zi. 

12 5.50 , 56, +18, 

13 5.65 5.4» — 27, 
Average of difference + 3.3% 


TABLE 3. 


Comparison of milk fat of ca. 4 cow’s milk between Gerber’s 
original method and my own micro method. 





Fat content of 4 milk | Fat content ot 4 milk by 


I J, ». x Ti a t ri 
No. of experimen by Gerber’s method | my own micro method 


Difference (%) 





1 | 0.85 | 0.9 + 5.9% 
2 | 0.95 1.1 415.8, 
3 1.05 0.9 ~14.3, 
4 | 1.15 | 11 = 4B 
5 1.20 1.2 . 
6 | 1.40 1.5 ot. 


Average of difference + 7.9% 


the results obtained by the micro method from that of the macro method was 
quite small beyond my expectation. In ordinary cases, the errors are smaller 
than + 3% in human as well as in cow’s milk. But the difference of 0.1% in 
the reading (for instance, to read 3.2% instead 3.19%) may occur especially in 
such a small butyrometer. Such an error will become relatively larger with 
a diluted milk or with a skimmed milk. As is seen from Table 3, the average 
deviation amounted to 7.9% in a sample of cow’s milk, diluted 1:2. Even 
this error may be considered as rather small as we are dealing with the estima- 
tion of fat. But it will be better to read the scale by an aid of a lens instead of 
nacked eye, as my butyrometer is much smaller than Gerber’s. 

Now, my own micro milk fat method involves the following distinct 
features. 

1. The amount of milk sample sufficient for a single determination is 
1.0 c.c. (0.5 c.c. if need be). 
2. The accuracy of the method is sufficient for clinical study. 
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3. A large sized centrifugator, which is required for Gerber’s method 
is not necessary. In my method, an ordinary laboratory centrifugator is 
available. 

4. The method is simple, rapid, and reliable. After a few trials, one can 
estimate many milk samples in one day time. 

5. My butyrometer is to be cleaned easily as it has two openings. The 
cleaning of this micro butyrometer is much easier than that of Gerber’s 
original butyrometer. 

In my method, a small amount of mercury was placed over Part ¢ of the 
butyromcter. The use of mercury is, as was above explained, to prevent 
sulphuric acid from coming too far into the canal of the butyrometer, thus 


_ wetting, as it possibly might, the rubber cap with an uncontrollable amount 


ofthe acid. Moreovcr, mercury serves as “* shaking ball ” and aid the mixing 
of the contents. A small amount of mercury does not give the slightest in- 
fluence on the result of the estimation. ; 

In 1926, Tavs® devised a micro Gerber’s method with 1.0 c.c. of milk. 
He made a small butyrometer which is illustrated in Fig. 1. E. Using this 
butyrometer, he estimated the length of separated fat layer and calculated the 
fat content of milk from a diagram which was devised by himself for the 
purpose. But, as is shown in Fig. 1. E. his butyrometer was large in the 
diameter (4 mm.) of the neck. So, the separated fat layer was too short in 
length, the errors of the results were naturally large, especially if the fat con- 
tent of milk samples was small. Tavs himself admitted that the result would 
have been more accurate if the inner diametter had been narrower, but he 
stated that in that case, the cleaning of the tube would have been difficult. 
During the early time of my present work, IT had much difficulty in devising 
how to make a micro Gerber which would be cleaned easily. After several 
trials, I came to devise a butyrometer with two openings, and a number of 
difficulties, which might be encountered in a butyrometer with the two open- 
ings, are got tid of by use of mercury. 


Conclusion. 


A new rapid and reliable micro method for the determination of milk fat 
with 1.0 c.c. of milk is presented in the present paper. A butyrometer with 
two openings is described. 
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For the estimation of the iodine number of human milk fat, I wanted 
very much to use a micro method, in order to know the nature of milk fat. 
But, no micro method suitable for the purpose was found in the literature, 
ptobably because workers who use a sufficient amount of human milk never 
need such a micro method. But in our Laboratory, several workers were 
and are engaging in the study of human milk using one and the same samples 
of human milk, so that each worker was and is requited to perform the estima- 
tion with small amounts of milk such as 0.1 c¢.c., 1 ¢.c., or 2c.c. In 1931, 
Yasuda” devised a micro method for the determination of the iodine number 
of blood lipids, and in 1934 Wilson and Hanner® reported on the same 
subject. But there are a number of difficulties to encounter in the direct ap- 
plication of those methods to milk fat. So, I worked out a new micro 
method for the estimation of the iodine number of human milk fat, which is a 
combination of. Gottlieb-Rése’s® fat method modified by myself and of 
Rosenmund and Kuhnhenn’s® method, modified also ai myself, for the 
estimation of the iodine number. 





1) M. Yasuda, J. Biol. Chem., 1931, 94, 401. 

2) W.R. Wilsonand J. P. Hanner, J. Biol. Chem., 1934, 106, 321. 

3) E. Gottlieb, Landwirtschaftl. Versuchsstationen, 1892, 40, 1. and Br. Rése, Zeitschr. 
f. angew. Chem., 1888,1,100. Cit. P. Sommerfeld, Handbuch der Milchkunde, 1909 Wiesbaden, 
256. 


4) K.W.Rosenmundand W.Kuhnhenn, Ztschr. Untersuch. Nahrung-u. Genussmittel, 
1923, 46, 154. : 
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Principle of the Method. 


Fat of human milk, extracted with fat solvents (alcohol, ether and pet- 
roleum ether), is weighed with a chemical balance. Then, a definite amount 
of pyridine sulfate dibromide (C,H,;N.H,SO,.Br,) is added to chloroform 
solution of purified fat. After the halogenization is accomplished, the resi- 
dual pyridine sulfate dibromide is titrated with sodium thiosulfate solution. 


Reagents. 


10% Aqua ammoniae (Ph. Jap. V). 

95% Alcohol (redistilled). 

Ethyl ether (redistilled, free from peroxide). 
Petroleum ether (B. p. under 55°C, redistilled). 

0.05 N pyridine sulfate dibromide (C,H,N.H,SO,-Br,) 


— Stock pyridine dibromide solution. 8 grms. of pure pyridine and 
10 grms. of concentrated H,SO, were measuted each into a separated flask 
(kept in water for cooling) containing about 20 c.c. of glacial acetic acid, then 
the contents in both flasks were combined. In a third flask, 8 grms. of 
bromine were dissolved in 20 c.c. of glacial acetic acid. The content in all the 
three flasks was emptied into a flask holding about 1000 c.c. and filled with 
glacial acetic acid to make the whole amount 1000 c.c. The stock solution is 
thus prepared. Before use, an adequate amount of this stock pyridine dibro- 
mide solution-about 2.5 c.c. for a single sample—was diluted with equal 
amount of glacial acetic acid. The titer of this solution is about 0.05 normal. 

6. 1% and 10% potassium iodide solution (must be prepared freshly for 
the day). 

7. 1% soluble starch solution (saturated with NaCl). 

8. 0.05 N sodium thiosulfate solution: The solution must be accurately 
standardized with a KIO, solution or 0.05 N K,Cr,O, solution. 

9. Chloroform (redistilled). 

10. Concentrated phosphoric acid (if need be). 


ee pe 


Method. 


1. Extraction of milk fat:* Transfer 1.0 c.c. of human milk to a glass- 





* The amount of milk fat is determined by this procedure with practically sufficient accuracy. 
But if one wants to estimate the iodine number alone, the quantitative extraction of milk fat is not 
Mecessary. So, in this case, the quantitative technique of extraction can be omitted. Only, the 
portion of the extracted fat must be accurately weighed. 














36 Y. Moriwaki 


stoppered conical centrifuge tube having a capacity of about 25c.c. Add 


0.1 c.c. of ammonia and 1 c.c. of 95% alcohol one after another, mixing the 


content throughly by shaking the tube at each addition. To this add 10 c.c. 
of ether and 10 c.c. of petroleum ether successively. Setting the glass-stop- 
per, shake the content vigorously in order to extract milk fat completely at 
every addition. Then centrifuge moderately for a few minutes or stand it 
over 1~2 hours. Thus, the content of the tube separates into two layers : 
—the transparent upper layet which contains all milk fat and the somewhat 
turbid under layer. Then transfer completely the’supernatant fluid by rubber 
bulb pipette into an Erlenmeyer’s flask which will hold about 50 c.c. Im- 
merse the flask in a water bath of 60°C and evaporate the extract just to dry- 
ness in the atmosphere of an inactive gas (such as CO, or N,). Evaporation 
is much accelerated by moderate suction* of a water pump. Strong suction 
must be avoided. Overheating must also be avoided to prevent explosive 
boiling. After the solvents are completely evaporated, the fat is dissolved in 
5 c.c. of petroleum ether and transferred through fat free asbestos filter into a 
tared weighing flask. The flask and the filter are washed three times with 
about 3 c.c. of petroleum ether at each time. Then evaporate the solvent to 
dryness as before described. Allow the weighing flask to stand 1 hour ina 
desiccator to come to constant weight.t Then, weigh the flask with chemical 
balance accurately (accuracy up to 0.1 mgrm.) and substract the tare to obtain 
the number of mgrms. of fat. 

2. Determination of iodine number. After being weighed, the fat is 
dissolved in 3 c.c. of chloroform and transferred completely with three rins- 
ings into a glass-stoppered 125c.c. Erlenmeyer’s flask. Whcle amount 
of chloroform is 6c.c. To this pipette exactly 5.0 c.c. of pyridinett sulfate 
dibromide solution and leave for 30 minutes at the room temperature, setting 
tightly the glass-stopper.§ After the halogenization is accomplished, open 





* (Ca. 15-20 cm. lower than atmospheric pressure. 

t It may be ideal if the desiccator is filled with an inactive gas, but this is not necessary in 
practice. Instead of keeping the flask in a desiccator after the solvent is evaporated, suck the 
flask strongly with water pump for one minute at room temperature. Thé solvent will be com- 
pletely evaporated practically. 

tt Excess of halogen must be over 30%. In ordinary cases (amount of fat, ca. 30 mgrms., 
iodine number, under ca. 60), the sufficient amount of pyridine sulfate dibromide is 5.0.c.c. When 
the amount of fat is larger (such as 70-80-90 mgrms.) or the iodine number is expected to be high 
(such as 75-80), the amount of halogen must be increased, or fat is quantitatively transferred into a 
volumetric flask of 10 or 20 c.c. with chloroform and an adequate amount is pipetted for the estima- 
tion. 

§ Ifthe glass-stopper will not fit tightly for the mouth of the flask, moisten the stopper with 
a drop of concentrated phosphoric acid so as to prevent the loss of halogen. A small amount of 
phosphoric acid has no influence on the titration. 
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the stopper, and wash the stopper as well as the inner side of the mouth of the 
flask with small amount of 1% KI solution. Then add 1 to 2c.c. of 10% KI 
solution. The mixture is then diluted with small amount of distilled water 
and titrate with 0.05 N sodium thiosulfate solution. Before the yellow colour 
of iodine will just fade, add 1 or 2 drops of starch solution and titrate exactly. 
If the turbidity that occurs sometimes during the titration obscures the end 
point, it can be removed by adding small amount of glacial acetic acid. Be- 
sides these, of course, a blank test must be performed as usual. 
The following formula is used for the calculation :— 


Iodine number = = x = in which (a) is the number of c.c. for 





the blank titration ; (b), the number of c.c. of 0.05 N Na,S,0, for the titration ; 
(c), the number of grms. of milk fat and (d), the titer of Na,S,O,. 

For instance, if (a) be 4.99 c.c., (b), 2.51 c.c., (c), 0.0300 grms., and (d), 
1.1, then :— 

Iodine number = ee a x iat = 57.8. 
If (b) be 3.01 c.c., then :— 


Todine number = Naa 11 x anil = 46.0. 





Discussion and Comment. 


Recently, Rosenmund and Kuhnhenn’s® method has become widely 
used in medical research work with satisfactory result. The method is much 
less influenced by the amount of halogen, especially because the ensuing ad- 
dition of halogen is much more rapid than in other methods. The result is 
reliable even if the material contains cholesterol and its ester, as it is pointed 
by Yasuda.» Wilson and Hanner® and Yasuda” reported that Rosen- 
mund’s method, when it is used as a micro method, has also a larger relia- 
bility. In practice, there is, they state, no significant difference between macro 
and micro methods. In my experiment also, similar results were obtained as 
isshownin Table¢1and2. As tothe iodine number of milk fat from different 
mothers, I will report it in the following paper® (Cf. 180 th Report of the 
Peroxidase Reaction.) 

As to the method of fat extraction, after I have tried several methods, I 
found that Gottlieb-R6se’s® method was suitable for my purpose due to 
its simplicity and reliability. In some of the methods of extraction of milk fat 





5) Y.Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., 1944, 48, 28. 
6) M. A. Adams, Zeitschr. f. analyt. Chem., 1888, 27, 84. Cit P. Sommerfeld, 
Handbuch der Milchkunde, 1909 Wiesbaden, 263. 











TABLE 1. 
Comparison of the iodine number of triolein 
between Rosenmund’s macro method 
and my own micro method. 





Iodine number of triolein 
= y By 
Original macro method* | My own micro methodt 











81.7 
82.4 
82.0 
82.3 
80.5 
| 81.9 

* Triolein (theoretical I.N.=82.20) of which I used 
jn this experiment was old one. The date of purchase 
in market was unknown. So, the iodine number 
showed a lower valve than the theoretical. 

t 0.312 grms. of triolein were dissolved in chloro- 
form and made up to 100 cc. 10c.c. (which contained 
31.2 mgrms. of fat) were used for the estimation of 
iodine number. 10.0 c.c. of 0.05 N pyridine sulfate 
dibromide were used. 


1. @s 
2. 82.5 


Yer yPp 
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TABLE 2. 


Comparison of the iodine number of human milk fat between Rosenmund 
and Kubnhenn’s macro method and my own micro method. 


(for instance, Adams’s® me- 
thod, Kumagawa and Su- 
do’s” method etc.), there is a 
possible danger of oxidation of 
unsaturated fatty acid, which 
may cause a decrease of the 
iodine numbér. In my method, 
the amount of ether and petro- 
leum ether is 4 times as large as 
in Gottlieb’s method to make 
the fat extraction complete. In 
Gottlieb’s method a portion 
of the supernatant layer is used 
for the determination, after its 
whole amount is read in a gra- 
duated cylinder. Whereas in 
my method, the upper layer is 
quantitatively transferred into 
the flask by use of rubber bulb 


pipette because the -amount of 


milk used is only 1.0 c.c. Indeed, one may doubt if it is possible to transfer, 
by use of rubber bulb pipette, the upper layer quantitatively into another 





Iodine number of human milk fat 




















7) K. Sudo, Ikwagaku Jikkenho, 1st edit., 1934 Tokio, 357. 


Cases No. of By original No. of By my own 
estimation macro method | estimation micro method 
| 51.4 1 50.5 
No. 1 | 2 | 51.4 | 2 | 50.7 
| | 3 51.5 
} 
| 1 64.2 1 63.2 
No. 2 2 | 64.3 2 | 64.0 
3 | 63.5 
as 1 61.7 | 1 61.5 
7‘ 2 | 61.7 


| 2 60.9 
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Fig. 1. Showing how to transfer the upper flask. But it is easily done by the 


layer of the content of conical tube following technique :—First, transfer 
into another flask. only a portion of the upper layer, and 
b e tepeat -this transfer. Then the last 


~) ) portion of the upper layer will remain. 
Then suck this portion into the rubber 

| bulb pipette completely with together a 
small amount of the under layer (Cf. 

Fig. 1). Holding the pipette vertically, 

wait a while. During the time, the 

Upper content of the pipette will soon se- 











- patate into two layers—the upper and 
| the under layers. Throw away the 
H Under veper undet layer drop by drop by squeez- 

saa ' ing the rubber bulb gently, until the 

8 last drop of the under layer is thrown 





away. Thus, one can easily remove 
the extract quantitatively (with practi- 
cal accuracy) into the flask.* The mixing of a small amount of the under 
layer in the extract in the flask is of no consequence, because it is insoluble 
in petroleum ether and can be removed easily by asbestos filter. 

Every precaution must be done to prevent an oxidation of unsaturated 
acid, otherwise, the iodine number may decrease. In my method, evapora- 
tion was performed in the atmosphere of an igactive gas. Wilson and 
Hanner® gained a satisfactory result by adding a small amount of hydro- 
quinone as an antioxidant. If these precautions are neglected, the iodine 
number will sometimes decrease remarkably. For instance, if I give here such 
an example from among mine, in an experiment in which every precaution 
was taken for the prevention of an oxidation of unsaturated fatty acid, the 
iodine number of milk fat of a sample of human milk was 50.1, while in the 
experiment, in which such precautions were neglected, the iodine number of 
the same sample was 45.6. The difference of the iodine number between the 
former and the latter experiment amounted to ca. 5. 

The suction by water pump and the use of petroleum ether of low boiling 
point in my method will considerably shorten the time of evaporation, but 
suction must be moderate, otherwise a loss of some lower volatile fatty acids 
may possibly occur. 

The amount of milk used in the present method is, as stated above, suf- 








* If one aims at the estimation of the iodine number alone, such a technique is not necessary. 
See Foot note, p. 35. 
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ficient with 1.0 c.c. in usual cases. But if the extracted milk fat comes below 
20 mgrms. in weight, it will be better to start a renewed determination with 
2.0 c.c., for instance. Therefore, in human milk positive to Arakawa’s 
reaction® (Cf. 28th, 31st, and 33rd Report of the Peroxidase Reaction); it will 
be better to estimate the iodine number of milk fat with 2.0 c.c. of milk, be- 
cause Arakawa-positive milk is generally of smaller fat content (Cf. 176th 
Report of the Peroxidase Reaction). 


Conclusions. 


A new micro method for the estimation of the iodine number of milk fat* 
with 1.0 c.c. of human milk (with the simultaneous estimation of milk fat) is 
described. 


8) T. Arakawa, Tohoku J. Exp. Med., 1930, 16, 83, 107 and 118. 

9) Y.Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., 1944, to be published in a forthcoming issue of 
this Journal. 

* Ifstrictly stated, milk fat, extracted by my method, contains not only neutral fat but also 
all lipids of human milk which are soluble in petroleum ether, viz. cholesterol and phospholipid are 
also extracted by my method. But, according to the reports in the literature, the amount of these 
substances in human milk is very small. For instance, the amount of cholesterol in 100 c.c. of 
human milk is, according to Mithlbock,!®) 26 mgrms. and, to Nakanishi,” 16.4 mgrms., and 
that of phospholipid is, according to Nerking and Haensel,!).ca. 50 mgrms. (as lecithin), while 
that of neutral fat is, as everybody knows, 3—4 grms. Hence, sueh a small amount of cholesterol 
and phospholipid may be neglected. 

10) O.Mihlbock, Zeitschr. f. Kinderhlk., 1934, 56, 301. 
11) H. Nakanishi, Aichi [gakkai Zassi, 1932, 39, 271. 
12) T.NerkingandE. Haensel, Biochem. Zeitschr., 1908, 13, 348. 
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Uber den Einfluss der Traubenzuckerzufuhr auf die durch 
Syntalin hervorgerufenen, hypoglykamischen Krampfe. 


Von 


Zinzi Akiyama. 
(&K W £ mM) 
(Aus der Medizinischen Klinik der Kaiserlichen Tohoku-Universitat 


zu Sendai, Leiter: Prof. Dr. T. Kumagai 
und Prof. Dr. T. Ebina.) 





Einleitung. 


Das Syntalin ist ein 1926 von Frank, Nothmann und Wagner” herge- 
stelltes Dekamethylendiguanidin und wirkt auf den Blutzuckergehalt betrach- 
tlich senkend. Aus den Tierversuchen und klinischen Erfahrungen haben 
die Autoren festgestellt, dass Syntalin, anders als Insulin, peroral noch wirk- 
sam ist und Senkung des Blutzuckers, Abnahme der Glykosurie und Aufl- 
hebung der Acidosis herbeifiihrt und dass seine Wirkung verhiltnismassig 
langsam auftritt und langer als Insulin andauert. Es soll auch auf die insul- 
infeste Diabetes wirksam sein. Von ihnen wurde ferner mitgeteilt, dass man 
die durch Syntalin hervorgerufenen, hypoglykamischen Krampfe wohl durch 
eine Glykosezufuhr stillen kann, dass das Versuchstier aber oft am folgenden 
Tag zugtunde geht, unabhangig von der Hohe des Blutzuckergehaltes. 
Nachher wurden von zahlreichen Autoren iiber den klinischen Anwendungs- 
wert und den Wirkungsmechanismus des Syntalins und mit denen des Insulins 
vergleichende Forschungen angestellt. Nach Jansen und Bauer” war es 
unméglich, durch Syntalin die Zuckerausseheidung im Harn dauernd zu ver- 
hindern, sodass der Harnzucker periodisch in kleiner oder grosser Menge 
etschien. Sie mussten in vielen Fallen wegen der Giftigkeit des Syntalins die 
Syntalinkur abbrechen. Strauss* musste ebenfalls in 1/3 von 25 Diabe- 
tikern, bei denen er die Syntalinkur anwendete, wegen einer dyspetischen 
Nebenwirkung die Behandlung mit Syntalin abbrechen ; gegen diese Neben- 
witkung emfahl er Calcium carbonicum. Die Nebenwirkung des Syntalins 
konnten Adler® und Morawitz® durch Decholin und Einhorn® durch 
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Monobromcampher aufheben. Priesel” wendete Syntalin fiir den Diabetes 
der Kinder an und konnte keine Wirkung gegen den Diabetes erkennen. 
Umber®, Einhorn und Rafsky®, Inoue und Matui™, Matuura und 
Ito™ u. a. haben auch das Syntalin klinisch angewendet und den Vorteil, d. h. 
Verminderung des Harnzuckers, Verschwinden der Azetonkérper usw., aber 
auch den Nachteil festgestellt, dass man wegen der Nebenwirkung die Syn- 
talinkur abbrechen musste. Uber den Wirkungsmechanismus des Syntalins 
stimmen ebenfalls die Meinungen der Autoren nicht tiberein. Bertram™ 
sagte, dass das Syntalin nicht als ein Hormon wirkt, sondern sekundar durch 
Reizung des Parasympathicus die Sekretion von Insulin vermehrt. Staub 
und Kiing’® fiihrten die Hypoglykamie durch Syntalin auf cine Hemmung 
des Oxydationsmetchanismus zuriick. Klein und Weiss™ teilten auf 
Grund ihrer Versuche mit Kaninchen mit, dass bei der Syntalindarreichung 
der Gesamtgasstoffwechsel abnimmt, die Kohlenhydratverbtennung aber 
relativ zunimmt. Von Varela, Collazo und Rubino” wurde angegeben, 
dass Syntalin den Reststickstoff und Aminosdurestickstoff regelmassig steigert 
und dass man die durch Syntalin hervorgerufenen hypoglykamischen Krampfe 
durch eine Glykoseinjektion voriibergehend aufheben kann, ohne doch das 
Koma zu heilen. Nach Graham, Lawrence und Cammidge”™ treten die 
hypoglykamischen Krimpfe bei Ratten 4-6 Studen nach Verabreichung von 
Syntalin auf. Wenn dabei kein Leberglykogen vorhanden ist und die hes: 
glykaémischen Krampfe in ihrer ganzen Starke sich zeigen, so kann das Ver- 
suchstier nicht mehr durch eine Zufuhr von Glykose gerettet werden. Auf 
der Tatsache fussend, dass das Leberglykogen durch Syntalin erheblich ab- 
nimmt, meinten Bodo und Marks’, dass die Wirkung des Syntalins wesent- 
lich verschieden von der des Insulins ist. Tanno*® hat in unserer Klinik 
weissen Ratten Syntalin in einer verschiedenen Dosis (0,5-0,001 mg) und 
zugleich Glykose gegeben und dabei keine Anhaufung, sondern vielmehr eine 
Abnahme des Leber- sowie Muskel-glykogens festgestellt. Rubino, Col- 
lazo und Varela™ injizierten den Versuchstieren, denen sie vorher Glykose 
gegeben hatten, Insulin und Syntalin und beobachteten ihren Einfluss auf 
das Leberglykogen. Aus ihren Versuchsergebnissen ging -hervor, dass das 
Leberglykogen 2 Stunden nach der Insulininjektion viel mehr als bei der Kon- 
trolle vorhanden ist, nach 3 Stunden aber anfangt fasch abzunehmen, so dass 
sein Wert stets tiefer als die Kontrolle ist, und nach 24 Stunden nur in geringer 
Menge iibrigbleibt. Wenn man dagegen Syntalin in kleiner Menge subkutan 
einspritzt, wird durch den ganzen Verlauf nicht nur eine Speicherung des 
Glykogens gehemmt, sondern auch das schon vor Glykosezufuhr vohandene 
Leberglykogen nimmt ab und ist nach 24 Stunden fast verschwunden. Nach 
Matuura™ ist der Traubenzucker wirksam gegen die durch Insulin her- 
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vorgerufenen, hypoglykaémischen Krampfe, aber nicht wirksam, wenn die 
Krimpfe durch Syntalin entstanden sind. Wenn man beim Auftreten der 
hypoglykamischen Krampfe durch Syntalin 20 ccm 20%iger Glykoselésung in 
die Ohrvenen injiziert, kommen die Krampfe zur momentanen Ruhe, aber 
das Versuchstier geht baldein. Be1 der Sektion wird in vielen Fallen Leberat- 
rophie gefunden. Otiai*» berichtete, dass normale Ratten, wenn einmal 
durch Injektion von Syntalin in grosser Menge die hypoglykamischen Kraimp- 
pfe aufgetreten sind, durch eine Glykosezufuhr nur eine transitorische Wieder- 
herstellung zeigen und schliesslich zugrunde gehen. Wenn man Ratten, die 
vorher 24 Stunden lang gehungert haben, mit grosser Menge Syntalin zug- 
leich Glykose subkutan injiziert, so kann man die Erscheinung des Vergift- 
ungssymptoms erheblich verzégern, wenn auch dem Entstehen der hypo- 
glykamischen Kraimpfe nicht vollkommen vorzubeugen ist. Bei normalen 
Ratten nimmt das Leberglykogen mit der abgelaufenen Zeit nach der Syntalin- 
injektion allmahlich ab und ist bei den Todesfallen ganz verschwunden. 


Versuchsmaterial und Methode. 


Mit Tohukara gefiitterte, weisse mannliche Kaninchen mit ungefahr 2 kg Kor 
pergewicht wurden 24 Stunden vor dem Versuche und wahrend desselben hungern- 
gelassen. Das Syntalin von C. A. F. Kahlbaum wurde vor dem Gebrauch in 5,0 ccm 
Wasser gelést. Die Dosis wurde mit mg pro 1 kg Kérpergewicht berechnet. 

Nach Fesselung des Kaninchens auf ein Tierbrett wurde das Blut aus den 
Ohrrandvenen entnommen, dann injizierte man sofort die Syntalinlésung subkutan 
am Seitenbauch des Tieres. Nach der Injektion wurde das Blut alle 1-2 Stunden 
entnommen und sein Blutzuckergehalt nach der Hagedorn- Jensenscher Methode 
bestimmt. Wenn die hypoglykamischen Krampfe auftraten, wurde das Blut ent- 
nommen, um den Blutzuckergehalt wahrend der Krampfe zu bestimmen. Unmit- 
telbar nach der Blutentnahme wurden 20-40 ccm 20-50 %iger Glykoselésung in die 
Ohrvenen eingespritzt. Darauf entnahm man alle 1-2 Stunden Blut und beobachtete* 
die Veranderungen der Blutzuckerkurve. Ging das Versuchstier unmittelbar oder 
einige Stunden nach der Injektion der Glykoselésung ein, so wurde die Leber sofort 
entfernt und das Leberglykogen nach der Pfliigerschen Methode bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 


a) Einfluss der Glykosezufubr auf die durch Syntalin bervorgerufenen, hypogly- 
hkdmischen Krampfe. 

Bei einer Dosis von 2,5 mg Syntalin stieg der Blutzuckergehalt bis 9 
Stunden nach der Injektion an, begann nach 11 Stunden allmahlich abzusin- 
ken und erreichte nach 48 Stunden den minimalen Wert (0,057 g/dl), aber die 
hypoglykamischen Krampfe traten nicht auf. 78 Stunden nach der Injektion 
ging das Versuchstier trotz eines hohen Blutzuckerwertes von 0,137 g/dl 
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zugrunde. Dem agonalen Kaninchen wurden 20 ccm 50 %iger Glykose- 
lésung intravenés injiziert, aber es konnte nicht gerettet werden. Bei einer 
Dosis von 3,5 mg war das Versuchstier bis 5 Stunden nach der Injektion im 
Vergleieh mit vor derselben in einem Zustand der Hyperglykamie, fing der 
Blutzucker nach 7 Stunden an rasch abzusteigen und erreichte nach 9 Stunden 
den ticfsten Wert von 0,036 g/dl., gleichzeitig entstanden die hypoglykami- 
schen Krémpfe. Durch eine sofortige intravenése Injektion von 20 ccm 25 
%iger Glykoselésung wurden die Krampfe gemildert. Darauf zeigte der 
Blutzucker selbstverstandlich eine erhebliche Hyperglykamie, begann aber 5 
Stunden nach der Glykoseinjektion wieder abzusinken und setzte sich nach 6 
Stunden auf 0,032 g/dl herab, wobei die hypoglykamischen Kraimpfe wieder 
auftraten. Wenn man auch dem Kaninchen sofort 40 ccm 50 %iger Glykose- 
lésung intravenés gab, so war es doch nicht zu retten. Bei einer Dosis von 
4,0 mg begann der Blutzucker schon 1 Stunde nach der Injektion abzusinken 
und erreichte nach 4 Stunden den tiefsten Wert (0,034 g/dl), gleichzeitig bekam 
das Tier die hypoglykamischen Krampfe. Durch eine sofortige intravendse 
Injektion von 20 ccm 25 %iger Glykoselésung konnte man die Krampfe 
lindern. Darauf wurde bis nach 3 Stunden eine Hyperglykaémie beobachtet, 
nach 5 Stunden aber setzte sich der Blutzuckergehalt rasch auf 0,036 g/dl 
herab und die hypoglykamischen Krampfe traten wieder. auf. Wenn man 
auch dem Kaninchen sofort 20 ccm 50 (25)%iger Glykoselésung intravenés 
injizierte, so liess es sich doch nicht retten. Bei einer Dosis von 8,0 mg zeigte 
sich eine Hyperglykamie 1 Stunde nach der Injektion, der Blutzucker sank 
nach 3 Stunden rasch ab und erreichte nach 4 2/3 Stunden den tiefsten Wert 
von 0,028 g/dl. Gleichzeitig wurde das Kaninchen von hypoglykamischen 
Krampfen befallen, die man durch eine intravendse Injektion von 20 ccm 50 
%iger Glykoselésung lindern konnte. 7 Stunden nach der Glykoseinjektion 
‘wurde das Tier trotz eines hohen Blutzuckerwertes von 0,200 g/dl wieder von 
den Krampfen befallen. Wenn man ihm auch sofort 40 ccm 50 %iger Gly- 
koselésung intravends injizierte, ging “das Tier doch zugrunde. Bei einer 
Dosis von 10,0 mg zeigte das Versuchstier bis 3 Stunden nach der Injektion im 
Vergleich mit vor derselben eine Hyperglykamie, der Blutzucker fing nach 4 
Stunden an abzusinken und erreichte nach 5 Stunden den tiefsten Wert von 
0,025 g/dl, wobei das Tier hypoglykamische Krampfe bekam. Wenn auch 
sofort 40 ccm 50 %iger Glykoselésung intravenés eingespritzt wurden, liessen 
die Krimpfe nicht nach und das Tier ging ein. 


b) Einfluss des Syntalins auf das Leberglykogen. 


Bei einer Injektion von 2, 5 mg Syntalin wurden die hypoglykamischen 
Krampfe nicht hervorgerufen. Bei einem Kaninchen, das mit einem hohen 
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Blutzuckerwert von 0,139 g/dl gestorben.war, war das Leberglykogen erheb- 
lich verringert und zeigte ¢inen Wert von 0,029 gr (0,05%). Bei dem Kanin- 
chen, das bei einer Dosis von 3,5 mg Syntalin 6 Stunden nach akermaliger 
Glykoseinjektion unter den hypoglykamischen Krampfen gestorben war, be- 
trug das Leberglykogen 0,031 gr (0,05%). Auch bei einer Dosis von 4,0 mg 
ging das Kaninchen trotz abermaliger Glykoseinjektion unter den hypogly- 
kdmischen Kraimpfen ein. Dabei zeigte sein Leberglykogen einen Wert von 
0,036 gr (0,06%). Bei einer Dosis von 5,0mg ging das Versuchstier 7 
Studen nach abermaliger Glykoseinjektion trotz eines hohen Blutzuckerwertes 
von 0,210 g/dl zugrunde, wobei sein Leberglykogen ganz verschwunden war. 
Bei einer Dosis von 8,0 mg ging das Kaninchen ebenfalls 7 Stunden nach 
abermaliger Glykoseinjektion trotz eines hohen Blutzuckerwertes von 0,200 
g/dl ein, wobei das Leberglykogen 0,037 gr (0,06%) betrug. Bei einer Dosis 
von 10,0 mg konnte das Versuchstier durch eine Glykoseinjektion selbst nicht 
voriibergehend aus den hypoglykémischén Krampfen gerettet werden. Sein 
Leberglykogen betrug 0,019 gr (0,03%). Das Versuchsergebnis ist in der 
folgenden Tabelle iibersichtlich zusammengestellt. 


Schluss. 


1) Bei einer Injektion von 2.5 mg Syntalin traten die hypoglykamischen 
Krampfe nicht avf. Durch eine Injektion von 3,5-8,0 mg Syntalin wurden 
bei Kaninchen die hypoglykamischen Krampfe hervorgerufen. Wenn man 
auch diese Krampfe dutch eine intravenése Injektion von Glykose voriiber- 
gehend (5-7 Stunden ) lindern konnte,ging das Versuchstier dennoch unter 
den abermals aufgetretenen hypoglykaémischen Krampfen zugrunde, un- 
abhangig von dem Wert des Blutzuckergehaltes. 

2) Die durch Injektion von 10,0 mg Syntalin verursachten, hypogly- 
kamischen Krampfe konnte man dutch eine intravendse Glykoseinjektion 
auch nicht voriibergehend lindern. 

3) Bei den infolge Verabreichung ven Syntalin eingegangenen Kan- 
inchen war das Leberglykogen ganz verschwunden oder erheblich vermindert. 
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Uber die blutzuckersenkenden Stoffe. 


Von 
Zinzi Akiyama. 
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(Aus der Medizinischen Klinik der Kaiserlichen 


Tohoku-Universitat zu Sendai, 
Leiter: Prof. Dr. T. Kumagai und Prof. Dr. T. Ebina.) 





Einleitung. 


Bei der Darstellung des witksamen Pankteasextraktes haben Kumagai 
und Sato” 1923 auch aus Magen, Diinn- und Dickdarm, Milz, Niere, Blut, 
Schilddriise, Leber usw. einen blutzuckersenkenden Stoff extrahiert und fest- 
gestellt, dass seine blutzuckersenkende Wirkung, unabhangig vom Pankreas, 
auf die Organe selbst zuriickzufiihren ist. Best und Scott” haben einen 
Extrakt aus Thymus, Schilddriise, Leber, Milz, Submaxillardriise und Muskel 
bereitet und teilten datiiber mit, dass normale Kaninchen, wenn man ihnen 
den Extrakt wiederholt injizierte, eine erhebliche Herabsetzung des Blut- 
zuckergehaltes zeigten und unter den typischen Krampfen zugrunde gingen, 
wenn man ihnen eine grosse Menge davon einspritzte. Die Autoren dachten, 
dass diese Witkung vom Pankreas herkommt. Ashby® berichtete, dass er 
aus Niere, Milz und Muskel des Hundes und Rindes einen Extrakt gewonnen 

' hat, der lange auf den Blutzucker senkend wirkt. Collip® isolierte eine 
blutzugkersenkende Sukstanz aus Mya arenaria. Brugsh und Horsters® 
haben eine solche Substanz aus Epithelkérperchen, Milz und Placenta; 
Best, Smith und Scott® aus Blut, Leber, Muskel, Milz, Schilddriise, Sub- 
maxillardriise, Thymus, Gehirn, Magen usw. und Kozuka” aus Harn ges- 
under Menschen extrahiert. Sikinami®® bereitete einen sehr wirksamen 
Extrakt aus Eigelb, der den Blutzucker normaler Kaninchen erheblich herab- 
setzt und anhaltend wirkt. Dieser Extrakt war ebenso per oral wie auch sub- 
kutan wirksam. Er isolierte ferner aus Austern eine blutzuckersenkende 
Substanz und erwies, dass ihre Wirkung in der Laichzeit der Austern, im Som- 
mer, stark ist und besonders der Extrakt aus Eizellen am starksten wirkt. 
Maebara?™ hat eine solche Substanz aus Submaxillardriise, Leber, Milz und 
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Lunge des Hundes und Kaninchens und aus Schleimhaut des Verdauungs- 
kanals verschiedener Tiere, Tominaga™ aus Tonsilla des Menschen und 
Tanno™ aus 10 Arten tierischer Substanzen, Eigelb, Milch, Seeigel, Seiden- 
spinnerpuppen usw. extrahiert. 

Eine pflanzliche blutzuckersenkende Sukstanz wurde zuerst 1923 von 
Collip™ extrahiert. Er gewann namlich aus Hefe und anderen pflanzlichen 
Stoffen die Extrakte, die ebenfalls eine blutzuckersenkende Wirkung besassen, 
und nannte sie ,,Glukokinine“‘. Er sagte, diese Extrakte seien darin von In- 
sulin verschieden, dass ihre Wirkung langsam auftritt und doch lange anhalt. 
Funk und Corbit™ haben eine blutzuckersenkende Substanz aus Hefe und 
Eisler und Portheim™ aus Bohnen isoliert. Neukirch und Wankel]? 
teilten mit, dass der Blutzuckergehalt erheblich herabgesetzt wird, wenn man 
den Extrakt aus Haferkleie normalen Kaninchen und Menschen mit einem 
normalen Blutzuckerwert intrevenés gibt. Eppinger, Mark und Wag- 
net!) sprachen davon, dass man, wenn man den Extrakt aus Heidelbeer- 
blattern Hunden mit herausgeschnittenem Pankreas gibt, den Blutzucker ab- 
senken kann. Sikinami?® gelang es, einen blutzuckersenkenden Stoff aus 
Hefe und verschiedenartigen Bakterien zu extrahieren. Nach Nagai™ kann 
der Extrakt aus Backhefe sowohl peroral als auch aperoral den Blutzucker bei 
normalen Kaninchen herabsetzen. Maebara® hat ebenfalls beobachtet, 
dass der Extrakt aus Backhefepulver den Blutzucker normaler Kaninchen ab- 
senkt und die Adrenalinhyperglykiamie hemmt. —Tanno*® konnte eine blut- 
zuekersenkende Substanz aus 19 Arten pflanzlichen Stoffen, Sesamy Boknen 
usw. und Kawada*™) aus Lactobazillen extrahieren. Ich habe auch eine 
blutzuckersenkende Substanz aus verschiedenen Weithtieren zu isolieren ver- 
sucht, zugleich wurde der von Sikinami in unserer Klinik mitgeteilte Eigel- 
bextrakt bereitet, um die Wirkung des Extraktes mit der von den neuen Ex- 
trakten zu vergleichen. 


Versuchsmaterial und Methode. 


(1) Versuchsmaterial. 


Das frische Material wurde von ,,Onagawa Suisan Zikkenzyo“ (Ver- 
suchsstation fiir Wasserprodukte Onagawa) der Kaiserlichen Tohoku-Universitat 
geliefert. Das frische Eigelb wurde gesammelt und zum Versuche benutzt. 


(2) Darstellungsmethode. 


Die Extrakte wurden nach der modifizierten Methode von Dudley darges- 
tellt. Das frische Material wird namlich im MOrser fein zerkleinert. Ein Zehntel 
Gewicht Pulver der Pikrinsdéure wird damit vermischt und dann zur gelblichen Paste 
zermahlen, darnach werden zweifache Volumen von 80% Azeton zugesetzt und 
umgeriihrt. Nach 5-6 Stunden langem Stehenlassen wird diese halbfliissige Sub- 
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stanz filtriert und das Filtrat bei niedriger Temperatur (30-35,0° C) im Vakuum 
eingeengt, bis kein Azeton mehr vorhanden ist. Darauf kommt das Material in eine 
breite Steingutschiissel, um noch etwa vorhandenes Azeton mit kalter Luft wegzub- 
lasen und die Fliissigkeit einigermassen zu konzentrieren. Daraus gewinnt man 
durch Filtration einen Niederschlag. Dieser Niederschlag wird im Scheidetrichter 
mit Ather aufgeriihrt ; Lipoid und andere wirksame Substanzen lésen sich im Ather. 
Nach 24 Stunden langem Stehenlassen wird Ather aus dem Scheidetrichter weggegos- 
sen, und der Niederschlag kommt in die Steingutschiissel, um Ather und Wasser mit 
einem elektrischen Ventilator zu entfernen. Im Verhaltnis von 100 g Material zu 
10 ccm Salzsaure-Alkohol wird dieses Prazipitat 1-2 Stunden lang mit dem Salzsaure- 
Alkohol (mit Salzsaéure bis 2,5% angesaiuertem 70% Alkohol) gelést und filtriert. 
Werden zum Filtrat 5-10fache Volumen von absolutem Azeton zugefiigt, so entsteht 
eine flockige Fallung. Nach 24 Stunden langem Stehenlassen wird Azeton abge- 
gossen. Das gesammelte Prazipitat wird mit Ather spiilend zentrifugiert. Wenn 
der Niederschlag und Ather schliesslich ihren Farbenton verloren haben, wird der 
erstere im Vakuum getrocknet. Diese Trockensubstanz wird in geringer Menge 
Wasser gelést, diese Lésung ist stark sauer. Wenn sie darauf mit verdiinntem Am- 
moniakwasser bis zur Reaktion von pH ungefahr 5,8 versetzt wird, so entsteht plétz- 
lich ein Niederschlag. Dieser Niederschlag wird im Vakuum getrocknet. Die 
Trockensubstanz bleibt als eine gelatindse Substanz auf dem Boden des Bechers. 
Zerkleinert man sie im Morser fein, so gewinnt man Pulver. Dieser Extrakt lést 
sich leicht in schwach angesduertem destilliertem Wasser, aber nicht in neutralem 
destilliertem Wasser. Darum wird er in schwach angesduertem destilliertem Wasser 
gelést zum Versuche angewendet. 


(3) Versuchsmethode. 

Mit Tohukara gefiitterte Kaninchen mit ungefahr 1,5 kg Kérpergewicht wurden 
als Versuchstiere benutzt. Man liess sie 24 Stunden vor dem Versuche und wihrend 
desselben hungern. Die Extraktlosung wurde subkutan am Seitenbauch des Ver- 
suchstiers injiziert. Vor der Injektion, 1 Stunde nach derselben und danach alle 2 
Stunden wurde das Blut aus den Ohrrandvenen entnommen und sein Blutzucker- 
gehalt nach der Hagedorn-Jensenschen Methode bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 

(1) Eigelbextrakt. 

Aus 340 g frischem Eigelb (aus 20 Hiihnereiern) erhielt man 0,0211 ¢ 
weisses Pulver. Gab man es, in 5,0 ccm schwach angesaduertem destilliertem 
Wasser gelést, einem mannlichen Kaninchen mit 1860 g Kérpergewicht am 
Seitenbauch unter die Haut, so stieg der Blutzucker 1 Stunde nach der In- 
jektion ein wenig an, begann nach 3 Stunden allmahlich akzusinken und er- 
reichte nach 24 Stunden den tiefsten Wert von 0,043 g/d]. 30 Stunden nach 
der Injektion begann die Blutzuckerkurve anzusteigen und zeigte nach 48 
Stunden 0,066 g/d]. Das Versuchsergebnis stimmt mit dem von Sikinami 
ganz iiberein. 
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(2) Extrakt aus dem Eingeweide des Seepoplyen. 

Aus 960 g Eingeweide des Seepolypen (Magen, Lungen, Leber, Gallen- 
blase usw.) gewann man 0,057 g griinlich braunes Pulver. Wenn man dieses 
einem mannlichen Kaninchen mit 1550 g Kérpergewicht injizierte, stieg der 
Blutzuckergehalt bis 3 Stunden nach der Injektion an, begann nach 5 Stunden 
rasch abzusinken und setzte sich nach 24 Stunden auf 0,048 g/d], ramlich un- 
gefahr auf die Halfte des Wertes vor der rl aa herab. Nach 48 Stunden 
stieg er bis 0,055 g/dl an. 


(3) Seescheideextrakt. 

Aus 550 g Seescheide bekam man 0,032 g weisses Pulver. Injizierte man 
dies einem weiblichen Kaninchen mit 1750 g Kérpergewicht, so stieg der 
Blutzucker bis 3 Stunden nach der Injektion an, fing nach 5 Stunden an all- 
mahlich zu fallen und erreichte nach 24 Stunden 0,070 g/dl. 30 Stunden nach 
der Injektion begann er wieder anzusteigen. 


(4) Extrakt aus rohem Cystephyllum. 

1000.g¢ rohes Cystophyllum lieferte 0,0063 g griines Pulver. Spritzte 
man dies einem mannlichen Kaninchen mit 1410 g Kérpergewicht ein, so 
stieg der Blutzuckergehalt 1 Stunde nach der Injektion etwas an, begann nach 
3 Stunden abzusinken und fiel nach 24 Stunden auf 0,049 g/dl. Nach 30 
Stunden begann er wieder zu steigen. Die oben beschriebenen Versuchser- 
gebnisse sind in Tabelle I und Fig. I angegeken. 

(5) Mytilus crassitesta. 

Was den K6rperbau von Mytilus crassitesta anbelangt, so erblickt man, 
wenn man die Muscheln aufmacht, das dunkelbraune Hepatopankreas, das 
den Verdauungskanal in der Mitte umgibt. Links und rechts von dem He- 
patopankreas sind diinne, hellbraune Kiemen, unter denen die Geschlechts- 
driisen vorhanden sind. Die Geschlechtdriise des Weibchens ist rétlich und 
die des Mannchens hellgelb. Sie sind in der Zeichnung angezeigt. 

a) Extrakt aus Mytilus crassitesta (beide Geschlechter gemischt) 

Aus 1000 g Mytilus crassitesta (beide Geschlechter gemischt) gewann man 
0,0084 g gelblichbraunes Pulver. Injizierte man dies einem miéannlichen 
Kaninchen mit 1350 g K6érpergewicht, so begann der Blutzuckergehalt 3 
Stunden nach der Injektion abzusinken und zeigte nach 24 Stunden 0,034 g/dl 
und nach 30 Stunden den tiefsten Wert von 0,025, wobei die Krampfe auf- 
traten und das Kaninchen zugrunde ging. 

b) Extrakt aus Mytilus crassitesta (Weibchen) 

Aus 500 g Mytilus crassitesta (Weibchen) bekam man 0,0052 g gelblich- 
braunes Pulver. Gab man dies einem minnlichen Kaninchen mit 1660 g 
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Tabelle 
Hypoglykamische Wirkung einiger Weichtierextrakte 
ma # 
Named. | Menged. | Gewonnene Injektions- K6rpergewicht 
Datum Materials | Materials (g) Menge (g) menge (g) (kg) u. 
a i* & a ene (8. Geschlecht | 
— Sa ee ee 
22/x11 1940 | Eingeweide d. 960 0,057 0,057 | 41,5506 
’ Seepolypen | 4 , 4 
5/II 1941 | Seescheide 550 | 0,032 0,032 1,750 2 
10/II . Eigelb 340 0,0211 0,0211 | 1,860 6 
12/V  , | Cystophyllum 1000 0,0063 | 0,0063 | 1,410¢ 


KGrpergewicht, so begann der Blutzucker 3 Stunden nach der Injektion ab- 
zusinken und fiel nach 24 Stunden auf 0,041 g/dl, nach 48 Stunden auf 0,027 
g/dl und nach 53 Stunden auf 0,022 g/dl (den tiefsten Wert). Dabei wurde 


das Versuchstier von den Krampfen befallen und ging darun ein. 


Wenn man 0,0017 g gelblichbraunes Pulver, welches ebenfalls aus 200 g 
Weibchen extrahiert worden war, einem mannlichen Kaninchen mit 1150 g 
K6rpergewicht verabreichte, begann der Blutzuckergehalt unmittelbar nach 
der Injektion abzusinken und zeigte nach 24 Stunden 0,053 g/dl, nach 48 
Stunden 0,038 g/dl. Wenn er nach 55 Stunden den tiefsten Wert (0,024 g/dl) 


erreichte, bekam das Versuchstier den Krampfeanfall und ging zugrunde. 


Fig. 1. Einfluss der Injektion blutzuckersenkenden Stoffe 
auf den Blutzuckerwert. 
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I. 
im Vergleich des Eigelbextraktes 


Blutzuckersenkenden Stoffe 








Blutzucker (g/dl) _ 





“Nach der Injektion 








Vor d. 


Injektion | 1St. | 3St. | 5 St. 


0,086 | 0,101 | 0,100 | 0,075 | 


11 St. | 24St. | 30S. | 48 St. 


0,065 0,048 0,055 





0,093 | 0,111 | 0,095 | 0,088 | 








0,082 | 0,089 | 0,082 | 0,072 


0,079 0,070 0,081 0,084 


0,055 0,043 0,050 0,066 





0,068 | 0,072 | 0,067 | 0,065 


| 0,057 | 0,049 | 0,070 | 0,068 


c) Extrakt aus Mytilus crassitesta (Mannchen) 


Aus 220g Mytilus crassitesta (Mannchen) gewann man 0,0225 g gelbes 
Pulver. Spritzte man dies einem Mannlichen Kaninchen mit 1700 g K6rper- 
gewicht ein, fing der Blutzucker gleich nach der Injektion an sich herabzvset- 
zen und fiel nach 24 Stunden auf 0,052 g/dl und nach 48 Stunden auf 0,057 g/dl 
und nach 72 Stunden auf 0,018 g/dl, wobei die Krampfe entstanden und das 


Versuchstier zugrunde., ging. 


Wir haben ferner aus jedem Eingeweide von Mytilus crassitesta einen 
Extrakt isoliert und seine Wirkung auf den Blutzucker normaler Kaninchen 
untersucht, um festzustellen, in welchem Eingeweide die wirksame Substanz 


vorhanden ist. 


Fig. 2. \»8t (Mytilus crassitesta) 





d) Eizellenextrakt. 

Aus 180 ¢ Eizellen be- 
kam man 0,0025 g gelblich- 
braunes Pulver. Injizierte 


man dies einem mannlichen 
Kaninchen mit 1200 g Kér- 


‘ pergewicht, so begann der 


Blutzucker unmittelbar nach 
der Injektion abzusinken und 
zeigte nach 24 Stunden 0,055 
g/dl, nach 52 Stunden 0,024 
g/dl und nach 56 Stunden 
0,020 g/dl. Da wurde das 
Versuchstiet von den Krim- 
pfen befallen und ging ein. 


Aus 100 g Eizellen gewann man 0,0016 g Extrakt. Wenn man ihn einem 


weiblichen Kaninchen mit 1350 g Kérpergewicht einspritzte, begann der 
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Tabelle 
Hypoglykamische Wirkung von Extrakten 















































| Menge | Ge- Injek- oes wi ae =e 
D Name d. | d. wonnene) tions- a ) u. | 
acum Materials |Materials)s Menge | menge e “ Ver d. 

| \ Loe ee 7 

| (g) (g) (g) > “om 1 St. 3 St. | 5 St. 

26/IV 1941 | Ganzenkor- 1000 0,0084 | 0,0084 | 1,350 é) 0,081 | 0,081 “osne| 0,074 

per(6+2) 

21/V. | Ganzen- 500 0,0052 | 0,0052 | 1,660 6) 0,083 | ones 0,081 0,074 
kérper (2) | = 

3/VII , | - 200 0,0017 | 0,0017 | 1,1508 0,083 | 0,080 | 0,080) 0,076 
















oo aaa Ganzen- 220 






































| 0,0225 | 0,0225 | 1,700 ¢| 0,085 | 0,073| 0,070| 0,070 
kérper (6) | | 

25/VI » | Eizellen 180 | 0,0025 | 0,0025 | 1,200 | 0,090 | 0.085 0,086 | 0,082 
| 

ava, | : 100 | 0,0016 | 0,0016 | 1,350 ¢| 0,098 0,085 | 0,083 | 

| | 
29/VI_ , | Hepatopan- 80 | 0,001 | 0,001 | 1,250 6| 0,088 | 0,071! 0,067, 0,066 
kreas | | 
2jvIl » | . 100  0,0014 00,0014 | 1,230 ¢| + 0,093 ones 0,080! 0,073 





9/VII » |Geschlechts-| 110 | 0,004 0,097 


| driisen (8) 

9/VIl , | Ubrige 100  0,0022 
| Kérperteile 
dune Krampfe 


0,004 | 1,880 | 0,092 | 0,095) 0,099 








0,0022 | 1,820 6| 0,086 | 0,093 





0,095 | 0,092 


Tabelle 


Einfluss der Glykose auf durch Injektion des Extraktes aus 


























pore _ | trick. | Kéeper- 
rae | Menge , Ge- Injek- | | gewicht 
— Name d. | d.  ‘wonnene| tions- (kg) u. | 
- Materials Mater- Menge | menge | a Vord. | _ 

ials(8) (8) |) schlecht [Imiektion| 4 5. | 3 se. | 
s ad 
| 3 | 
, 25/VI 1941 | Eizellen | 180 | 0,0025 0,0025 | 1,200 | 0,090 | 0,085 | 0,086 | 
| | 
4V » | » | 100 0,016 | 0,0016 | 1,350 ¢| 0,098 | 0,095 | 0,085 | 





| a an ey pm 


2/VII » | Hepetopankress 100 | 0,0014 | 0,0014 | 1,230 6! 0,093 | ny 0,080 
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Blutzuckersenkenden Stoffe 


II. 


aus Mytilus crassitesta 





Blutzucker 


Nach der Injektion 





7 St. | 9 St. | 11 St. | 24 St. | 30 St. | 33 St. | 45 St. | 48 Se. | 50 St. | 53 St. | 55 St. | 72 St. 








0,070 | 0,067 | 0,063 | 0,034 | 0,025 | | | | 
: coo 2 2 ae Bere Weeds Cee POM ee eer. 
0,063 | 0,060 | 0,052 | 0,041 | 0,043 | | 0,027 | | 0,022 | | 
eee 2 | . (K.) | | 
0,070 | 0,067 | 0,060 | 0,053 | 0,050 | | 0,038 | | 0,028! 0,024 
_ | (K.) | 
0,066 | 0,063 | 0,061 | 0,052 0,048 | 0,057 | | 0,035 | 0,018 
Pte comnts Mapas: dei ne iii toe ees Ge A 
0,075 | 0,060 | 0,059 | 0,055 | 0,046 | 0,024 | 0,020 
: x oe) a a Se See See _ | (K) 
0,080 | 0,074 | 0,070 | 0,058 | 0,050 | 0,032 | 0,030 


— - —ae oe BS re _(K) 
0,052 | 0,050 | 0,048 | | | | | | | 





0,070 | 0,067 | 0,054! 0,044 | 0,028 | | | 
we ps Se (K.) 2. | 
0,093 | 0,093 | 0,092 | 0,097 | 0,086 | 0,093 | * 
0,088 0,088 | 0,086 | 0,090 | 0,091 | 0,087 | | 
Ill. 


Mytilus crassitesta hervorgerufene, hypoglykamische Krampfe. 








Blutzucker 


Nach der Injektion 








5St.  7St. | 9St. | 11St. | 24St. | 30 St. | 33 St. | 48 St. | 5QSt. | 53 St. | 55 St. 








| | | 25% Glykose- 
| ||  injektion 
0,082 | 0,075 | 0,060 | 0,059 | 0,055 | 0,046 | 0,024 | 0,020 - 
| ‘ _(K.)t 
| |50% ,Glykose- 
injektion 
0,083 | 0,080 | 0,074 | 0,070 | 0,058 | 0,050 0,032 | 0,030 
| (K.)t 








25% Glykose- 
| | injektion | 
0,073 | 0,070 0,067 | 0,054 | 0,044 | 0,028 
(K.)t 
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Fig. 3. Wirkung der Extrakte aus verschiedenen Kérperteilen 
von Mytilus crassitesta. 
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Blutzucker gleich nach der Injektion sich herabzusetzen und fiel nach 24 
Stunden auf 0,058 g/dl, nach 48 Stunden auf 0,032 g/dl und erreichte nach 50 
Stunden den tiefsten Wert von 0,030 g/dl. Unter den dabei entstandenen 
Krampfen ging das Versuchstier zugrunde. 

e) Extrakt aus Hepatopankreas. 

100 g Hepatopankreas lieferten 0,0014g dunkelbraunes Pulver. Geb 
man dies einem mannlichen Kaninchen mit 1230 g K6rpergewicht, so begann 
der Blutzuckergehalt unmittelbar nach der Injektion zu fallen und zeigte nach 
24 Stunden 0,044 g/dl und nach 30 Stunden 0,028 g/dl, wobei die Krampfe 


auftraten und das Versuchstier zugrunde ging. 


f) Extrakt aus mannlicher Geschlechtsdriise. 

Aus 110 g mannlicher Geschlechtsdriise bekam man 0,004 g gelbes Pulver. 
Injizierte man es einem mannlichen Kaninchen mit 1880 g K6rpergewicht, 
so sah man keine Herabsetzung des Blutzuckergehaltes. Selbst 45 Stunden 
nach der Injektion blieb der Wert des Blutzuckers gleich dem vor der 
Injektion. 

g) Extrakt aus den tibrigen K6rpertcilen. 
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Aus 100 g iibriger KGrperteile ausser Eizellen und Hepatopankreas ge- 
wann man 0,0022 g Extrakt. Wenn man ihn einem Kaninchen mit 1820 ¢ 
K6rpergewicht einspritzte, setzte sich der Blutzucker selbst 48 Stunden nach 
der Injektion nicht herab. 

Die oben geschilderten Ergebnisse sind in Tabelle II und Figure 3 
angegeben. 

h) Einfluss der Glykose auf durch Injektion des Extraktes aus Mytilus 

crassitesta hervorgerufene, hypoglykaémische Krampfe. 

Wenn man Extrakte aus Eizellen und Hepatopankreas von Mytilus 

crassitesta normalen Kaninchen einspritzte und diese 30-50 Stunden nach der 
Injektion die hypoglykamischen Krimpfe bekamen, injizierte man ihnen sofort 
intravends 20-100 ccm 25-50 %iger konzentrierter Glykose, aber die Ver- 
suchstiere konnten dadurch nicht dem Tode entgehen. Beispielsweise sieht 
man naheres in Tabelle III. 
Wie man aus den Versuchsergebnissen sieht, konnte man aus den Weichtieren 
Extrakte darstellen, die auf den Blutzucker des Kaninchens senkend wirken. 
Diese blutzuckersenkende Wirkung ahnelt der des Eigelbextraktes. Die Wir- 
kung tritt sehr langsam auf und dauert iiber 2 Tage. Eingehend studiert 
wurde der Extrakt aus Mytilus crassitesta. Der Extraktan dieser Muscheln 
wirkt auf den Blutzucker stark senkend, so dass das injizierte Kaninchen unter 
den hypoglykaémischen Krampfen zugrunde ging. Der Unterschied der 
Geschlechter macht nicht vielaus. Die Extrakte aus Eizellen und Hepatopan- 
kreas wirkten am starksten. Der Extrakt mannlicher Geschlechtsdriisen war 
gar nicht wirksam, ebenso unwirksam war der aus den iibrigen K6rperteilen 
aussert Eizellen und Hepatopankreas. 

Aus dem Obigen erkennt man, dass diese Wirkung hauptsauchlich in 
Hepatopankreas und Eizellen vorhanden ist, was mit der Erfahrung mit Aus- 
tern von Sikinami im Einklaug steht. 


Schluss. 


Wir haben aus Eigelb, Seescheide, Cystophyllum, Eingeweide des 
Seepolypen und Mytilus crassitesta nach der modifizierten Methode von 
Dudley Extrakte dargestellt und ihre Wirkung auf den Blutzucker normaler 
Kaninchen untersucht und sind zum folgenden Schluss gelangt. 

1) Wir konnten aus Eigelb, Seescheide, Cystophyllum, Eingeweide des 
Seepolypen und Mytilus crassitesta die blutzuckersenkenden Substanzen ex- 
trahieren. 

2) Der Extrakt aus Mytilus crassitesta wirkt auf den Blutzucker be- 
rachtlich herabsetzend und lange anhaltend und ruft bei Kaninchen die 
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hypoglykamischen Krampfe hervor, unter denen sie zugrunde gehen. 

3) Die Extrakte aus Eizellen und Hepatopankreas von Mytilus crassitesta 
witken auf den Blutzucker besonders stark senkend. Wenn Kaninchen durch 
Injektion davon die hypoglykaémischen Krampfe bekommen, so kann sie 
nicht mehr durch eine Glykoseinjektion vor dem Tode retten. 
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Uber den Vitamin-B,-Stoffwechsel bei Lungentuberkulésen. 


Von 
Akira Sugiura. 
(% ii FM) 


(Aus der Medizinischen Klinik an der Kaiserlichen 
Tohoku-Universitat zu Sendai. 
Leiter : Prof. Dr. T. Kumagai und Prof. Dr. T. Ebina.) 





Seit den Untersuchungen von Lunin”, Hopkins”, Pekelharing® u. 
a. steht das Vitamin-B: im Mittelpunkt in Geschichte der Beriberi-Krankheit, 
aber es ist ganz neu, dass seine physiologische Bedeutung klar wurde. Heut- 
zutage ist es eine feststehende Tatsache, dass die Beriberi eine von Vitamin-B:- 
Mangel hervorkommende Ernahrungsst6rung ist. Die Krankheit zeigt sich 
durch eine Stérung im Wege der Oxydierung und Umsetzung des Kohlen- 
hydrates im Organismus, sowie durch Entstehen und Ansammlung von 
Schadenstoffen wie Brenztraubensaure, Milchsaure u.s. w. Das Vitamin-Bi 
beteiligt sich an der Zerst6rung dieser Schadenstoffe, und wie von Lohmann 
und Schuster® gezeigt wurde, hangt diese Funktion von der als Co-Carboxy- 
lase genannten Pyrophosphorsdureester des Vitamin-B: ab. Es ist auch klar 
geworden, dass das Vitamin-B: bei der Absorption und Assimilierung anderer 
Ernahrungsstoffe ausser dem Kohlenhydrate eine wichtige Rolle spielt. Nam- 
lich auch bei dem Eiweiss-Stoffwechsel hat Suzuki® sein Dasein als notwen- 
dig erkannt, und im Zusammenhang mit dem Fette hat McCollum® darge- 
legt, dass dieses Vitamin darauf hin einwirkt, aus Brenztraubensdure Fett 
zusammenzusetzen. Ebenfalls, obwohl bei Mangel des Vitamin-B: der Ver- 
brauch anorganischer Salze sich steigert, so kehtt doch, sein Normalzustand 
zutiick, wenn man dieses Vitamin beigibt. Dann haben Kasahara” und 
Mitarbeiter festgestellt, dass das Vitamin-B: die Funktion des Vitamin-C ver- 
starkt. Auf diese Weise lasst sich leicht vorstellen, dass das Vitamin-B: mit 
dem Stoffwechsel des Organismus eine sehr enge Beziehung hat, und dass 
folglich der krankhafte Zustand des Organismus auf den Stoffwechsel des 
Vitamin-B: einen grossen Einfluss ausiibt. So ist die Menge des Vitamin-B: 
im Urin und Blute bei Lungentuberkulésen unserer Klinik gemessen und 
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dadurch versucht, iiber den Vitamin-B:-Stoffwechsel bei dieser Krankheit 
aufzuklaren. 


Versuchsmaterial und Methode. 


Die untersuchten Kranken waren alle Patienten der Klinik und zur Kontrolle 
habe ich gesunde Aerzte und Krankenpflegerinnen herangezogen, sowie auch Per- 
sonen aus meiner eigenen Familie. Eine Woche lang vor dem Beginnen des Ver- 
suches und wahrend der ganzen Versuchszeit sind alle Vitamin-B,-Mittel aus den 
Arzneien vollstandig entfernt worden. Als Bestimmungsmethoden des Vitamin-B, 
sind bekannt die auf Wachstum und Heilverfahren griindende Tierpriifungsmethode, 
dann die Bradykardia-Methode, die Garungsversuchsmethode, die Catatorulin- 
Methode, die Phykomyces blakesleeanus-Wachstum-Methode u.s.w. Seit Jansen” 
im Jahre 1936 die Thiochrom-Methode bekannt gemacht hat, sind diejenigen, welche 
diese Methode verwenden, sehr zahlreich geworden und ich habe auch die durch 
Ritsert® verbesserte Jansensche Methode verwandt. 


Versuchsergebnis. 
Die Vitamin-Bi-Menge im Urin. 


Der erste, welcher iiber das Vorhandensein des Vitamin B:im Urin berich- 
tet hat, ist Muckenfuss™. Nachher ist durch die Arbeit von Tauber™ 
das Fehler der Co-Catboxylase im Urin klar gemacht worden. 

Als Ergebnis der Messung der Vitaminmenge im Urin bei 19 gesunden 
mannlichen und weiblichen Personen, die zur Kontrolle von uns herange- 
zogen wurden, ergibt sich ein Héchstwert von 3607, ein Mindestwert von 647 
und ein Durchschnittswert von 179; 4y. Die Schwankungsbreite ist bedeu- 
tend gross und 70% von unseren ganzen Fallen erreichten einen Wert von 
101-2507. Wenn man die Berichte verschiedener Forscher liest, so findet 
man folgende Angaben; Westenbrink und Goudsmit™ 70-300;, Rit- 
sert® 110-5207, Karrer™® 100-4807, Schroeder und Benacchio™ 100- 
2007, Magyar’ 43-5077, Sciclounoff™® 30-2007, Arima!” bei Mannern 
353y, bei Frauen 199,57 Iwasaki! 193,87. Diese Verschiedenheit scheint 
vor allem auf dem Unterschied der Priifungsmethode zu beruhen. und ich 
glaube, dass man in der Zukunft Vieles von der noch verbesserten Thio- 
chrom-Methode erwarten darf. Bei der Ausfiihrung der Priifung an den 
Kranken habe ich alle Kranke auf der Grundlage des Réntgenbildes, des 
Grades der Expektoration von Tuberkelbazillen, der Vitalkapazitat, der Blut- 
senkung und auch des allgemeinen Zustandes in 3 Klassen, namlich Leicht- 
kranke, Mittelschwerkranke und Schwerkranke eingeteilt. Wieman aus det 
Tabelle I etschen kann, zeigt sich mit dem Fortschreiten der Krankheit zug- 
leich eine schritthaltende Verminderung der Vitamin-B:-Menge im Urin. 
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Tabelle 1. 
Tagesausscheidung des Vitamin B, bei Tuberkulésen. 
Zahl | Tagesausscheidung y | Mittel- 
Krankheitsform er wert 
Falle | 0-50 (51-100 }101-150/151-200)201-250 251-300 301- ze, 
47 | 0 8 | 11 S212 2 
Leichte Form : 166,3 
100% | 9 | 17,0%| 23,2% | 36,2% | 14,9%| 4,3% 43% 
3} 3 | 9 | 8 7 0 
Mittelschwere Form 126,1 
100% | 10,0% | 30,0% | 26,7% | 23,3%)| 6,7%| 3,3% 0 
53 | 11/ 4 | O 0 | o 0 0 
Schwere Form ——_—_—_—_ —_ — -— — - — 41,7 
| 100% | 73,3% | 26,79%| 0 s1éi1¢ 0 | 


Dies ist besonders auffallend bei den Schwerkranken, bei denen man keine 
findet, welche iiber 1007 haben. Die leichten und mittelschweren Kranken, 


- welche eine Verminderung aufweisen, sind grésstenteils diejenigen, die friiher 


Schwerkranke waren und sich bei det Priifung im Rekonvaleszenz-Stadium mit 
ausgedehntem Lungenherd befanden. 

Die Tatsache, dass viele krankhafte Zustande eine Verminderung der 
Vitamin-Bi-Menge im Urin herbeifiihren, wird von Widenbauer™ und 
seine Mitarbeiter, Schroeder und Benacchio™, L6wenstein und Nevu- 
mann etc. berichtet. Auch Arima?” und Iwasaki!® erkennen diese Ver- 
minderung bei Tuberkulésen an. Arima berichtet als Durchschnitt bei 
allen Kranken 128,07, und Iwasaki bei Leichtkranken 173,97, bei Mittel- 
schwerkranken 126,77, und bei Schwerkranken 73,97. Der letztert Wert ist 
dem meinigen sehr nahe, aber mein Wert bei Schwerkranken ist auffallend 
niedrig, 

Man nimmt allgemein an, dass die Verminderung der Vitamin-B:-Menge 
im Urin hauptsiachlich*von mangelnder Aufnahme von Vitamin-B:, welche 
mit ungeniigender Aufnahme von Nahrungsmitteln zusammenhangt, her- 
kommt. Wenn man aber den Durchschnitt der Menge der aufgenommenen 
Kalorien bei den verschiedenen Klassen unserer Kranken ausrechnet, so be- 
kommt man fiir Leichtkranke 2763, fiir Mittelschwerkranke 2739, fiir Schwer- 
kranke 2548, was zeigt, dass der Unterschied sehr gering ist. Da man 
annimmt, dass die Vitamin-B:-Menge in den NahrungsmitteIn im allgemeinen 
proportionell ist mit der Kalorien-Menge, so ist es klar, dass die Verminderung 
des Vitamin-B:, im Urin bei Fortschreiten der Krankheit nicht auf Nahrungs- 
mangel zuriickgefiihrt werden darf. 
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Es scheint vielmehr, dass durch den krankhaften Zustand des Stoffwech- 
sels, der von Zerst6rungsetscheinungen des Organismus durch Giftstoff der 
Bazillen beeinflusst wird, der Bedarf an Vitamin-B: sich steigert und infolge- 
dessen die im K6rper verbrauchte Menge zunimmt, was bei Fortschreiten der 
Krankheit Lesonders deutlich wird. 

Tabelle 2. 


Verhalten der Blutsenkung zur Tagesausscheidung. 

























































































| Zahl | Tagesausscheidung 7 Mittel- 
Blutsenkung 1st.mm} der |- anaes re wert 
| Falle | 0-50 | 51-100 /101-150/151-200201-250 251-300 300- T 
16 0 +4 8 | 1 o }- 1 
0-10 —— ---—-—____- ——— 154,0 
100% 0 | 31,3% | 6,3%| 50,0%| 63%; 0 6,3% 
| 35 2 6 5 12 > ' 2 & @ 
11-30 |—_—— — 159,7 
| 100% | 5,7%| 17,1%| 14,3% | 34,4% | 22,9%| 5,7% 1 
CA 2 3 8 2 | Oo 1 1 
31-50 a 167 
100% |. 11,8% 17,6%| 47,1%) 11,8%| 0 | 5,9%| 5,9%| 
| 13 | 3 4 4 2 0 0 0 
51-70 ~ ~—— 5 = —| 93,9 
| 100% | 23,19% | 30,8% | 30,8%| 15,2%| 0 0 0 
| 11 7 3 1 0 0 0 o | 
71- 3 ———}_ $87 
| 100% | 63,6% | 27,3% | 91%| 0 0 0 | o | 
Tabelle 3. 
Verhalten der Tuberkelbazillenexpektoration zur Tagesausscheidung. 
P & & 
Tuberkelbazillen | Zh! Tagesausscheidung y Mittel- 
- aie der — wert 
im Sputum | Falle 0-50 | 51-100 |101-150'151-200 201-250 251-300)301- r 
kulturell negativ oder} 36 0 7 8 12 6 | 1 2 
Kolonienzahl weniger }——-—————— 163,4 
als 15 | 100% | 0 | 19,49% | 22,296) 33,3% | 16,7%| 2,8%| 5,6% 
| 1 | 0 eek Skea 0 | o 
Kolonienzahl 16-100 154,7 
100% | 0 | 9,1%| 36,4% | 36,4%| 18,2%/ 0 0 
{ | | 
Kolonienzahl iiber 101, 19 | 1 8 Se a eS 0 
oder im Abstrich ganz -———___________1_____________"__| 129,6 
sparlich | 100% | 5,3%| 42,19%! 15,8%| 26,3%| 5,3%} 5,3%| 0 
ee ee ee A ae 
dariiber hinaus ——, 86,0 


| 100% | 50,0% | 19,2%| 15,7%| 11,5%] oO | 38%| 0 | 
| } ' ' 


Bem. Bei Tuberkelbazillenkultur benutzt man den Oka-Katakurasche!®) Phosphorsaure- 
Ajinomoto-Hihnereier-Nahrboden. 
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Tabelle 4. 
Verhalten der K6rpertemperatur zur Tagesausscheidung. 





K6rpertemperatur Zahl der Falle Maximalwert y | Minimalwert y if Mittelwert y 












































unter 37,0°C 77 320,0 0 146,1 
37,0° C-37,9° C 7 256,0 0 80,6 
38,0° C-38,9° C 4 64,0 0 48,0 
iiber 39,0°C 4 48,0 0 20,2 
Tabelle 5. 
Verhalten des Kérpergewichts zur Tagesausscheidung. 

K6érpergewicht | Zahl der Faille | Maximalwert y | Minimalwert 7 | Mittelwert 7 
I.K.* und dariiber 30 320,0 98,0 146,1 
Abnahme weniger als * ‘ te 3 : ae 
5 Kg gegen LK. Sie dil ry, hs 0 OFS ad 
Abnahme von 5-10 Kg 12 126,0 | 0 98.0 
gegen. —S_ re = | ¢ ek Petes Se. nh 
Abnahme iiber 10 Kg 6 104,2 | 0 60,0 


gegen I.K. 


* 


Idealkérpergewicht nach Broca. 
Dann habe ich auch bei allen Kranken das Verhaltnis zwischen der Blut- 
senkung, dem Grade der Bazillen-Expektoration, der KGrpertemperatur und 
des K6rpergewichtes mit der Vitamin-B:-Menge im Urin untersucht. Man 
vergleiche die 2., 3., 4., und 5. Tabelle.) 





























Tabelle 6. 
Ausscheidungskoeffizient bei Gesunden. 
| “agesaus- | ‘Tagesaus- ; 
* . Ragesaus- | | BC Ausschei- 
te | ieen, HeSCh- So scheidung | Harnmenge | scheidung se A 
Nr. | Name aches Alter Datum wee Walens. | oie | nach Belas- ane 
tung 7 ‘eS we. _ tung r — we 
1 /s.a.| @ | 30 | 18/x 1940 320,0 1200 1600,0 32,0 
2\KT 6 | 32 | 18/X 1941 310,0 | 1000 2000,0 42,0 
3 sy.| @ 28 | 13/111 1941 189,0 1000 1200,0 25,3 
4 |8M.] 6 | 29 | 1/IV 1941 209,0 1100 9900 | 19,5 
5 |s.a.| @ | 21 | 1/1V1941 240,0 1300 1300,0 26,5 
6 |s.K.| ¢ | 59 | 10/11941 100.0 | 900 | 1080,0 24,5 
7/86.| 6 | 32 | 16/I1I 1941 105,0 950 | 1045,0 23,5 
8 S.H Q | 22 | 8/III 1941 120,0 1000 960,0 21,0 


Mittelwert 26,8 
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In Bezug auf die Blutsenkung habe ich festgestellt, dass bei Fallen, in 
denen in einer Stunde eine Beschleunigung von tiber 30 mm sich zeigt, die 
Verminderung sehr deutlich ist und gleichen Schritt mit der Vermehrung der 
Senkungsgeschwindigkeit geht. Wie es aus den Tabellen erhellt, zeigt der 
Expektorationsgrad der Tuberkelbazillen mit der Verminderung der Vitamin- 
B:-Menge ein fast vollstandig schritthaltendes Verhaltnis. Die Tatsache, dass 
Prof. Kumagai®™ bei der Verfolgung des Krankheitsverlaufes der Lungen- 
tuberkulose vor allem auf die Untersuchung der Tuberkelbazillen Gewicht 
legt, scheint mir auch vom Standpunkte des Vitamin-B:-Stoffwechsels aus 
sehr bedeutungsvoll. In Bezug auf die Kérpertemperatur halt die Vermin- 
derung der Vitamin-Bi-Menge ‘im Urin ungefahr gleichen Schritt mit deren 
Steigen und beziiglich des K6rpergewichtes zeigt sich eine besonders auf- 
fallige Verminderung an Vitamin-B: bei Kranken, deren Kérpergewicht mehr 
als 5 Kg unter das Broca-Idealkérpergewicht vermindcrt ist. 

Der Versuch, mit einer bestimmten Menge von diesem Vitamin gu be- 
lasten, die in ciner bestimmten Zeit im Urin ausgeschiedene Menge zu messen 
und so die Verbrauchsmenge oder den Sattigungsgrad an Vitamin-B: im 
K6rper zu erforschen, ist von vielen Forschern ausgefiihrt worden, aber die 
erhaltenen Resultate sind sehr mannigfaltig und man ist noch zu keiner fest- 
stehenden Auffassung gelangt. Magyar, Borson™ u. a. behaupten, 
dieser Versuch habe einen gewissen Wert fiir die Feststellung des Sattigungs- 
grades im K6rper, wahrend im Gegentei] Schiclounoff™, Schroeder™, 
Guhr*®) u. a, ihm keinen Wret zuschreiben. 

Ich habe 4 mg Vitamin-B, in die Blutadern injiziert und die innerhalb 24 
Stunden ausgeschiedene Menge gemessen, davon die zum voraus gemessene 
natiirliche Ausscheidungsmenge abgezogen, und diese Menge mit der Be- 
lastungsmenge geteilt, somit den Ausscheidungsprozentastz ausgerechnet und 
versucht, aus diesem erhaltenen Wert den Sattigungsgrad im K6rper fest- 
zustellen. 

Wie Tabelle 6 zeigt, ist der Ausscheidungsprozentsatz an 8 gesunden 
Personen wie folgt : Héchswert : 42,2%, Mindestwert 19,5%%, Durchschnit- 
tswert 26,8%. Das an den Kranken gemessene Resultat zeigt Tabelle 7; 
bei Leichtkranken ist er 25,4%, bei Mittelschwerkranken 20,0%, bei Sch- 
werkranken 14,5%, d. h. gleich wie bei der natiirlichen Ausscheidyngsmenge 
halt sein Herabsinken gleichen Schritt mit dem Krankheitszustande. Nach 
diesem Resultate scheint es zur Feststellung des Sattigungsgrades im K6rper 
notwendig, zugleich mit der natiirlichen Ausscheidungsmenge auch den Aus- 
scheidungsprozentsatz nach der Belastung zukennen. Magyar? behauptet, 
man miisse annehmen, dass solche, die einen Ausscheidungsprozentsatz unter 
18% aufweisen, sich in einem Mangelzustande befinden. 
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Tabelle 8. 
Verhalten der Tagesausscheidung zur Ausscheidungskoeffizient. 

Teaueee Ausscheidungs koeffizient % : Mittel- 
scheidung + | 949 | 10,1-15 15,1-20| 20,1-25 25,1-30 30,1-35 351-40) 40,1- | “Oo, 
0-50 | 3 | FOP LAG } 1 0 0 o | o |! 140 
51-100 | 0 ee 2 1 0 0 1 | 238 
101-200 | 1 | 1 1 |. re ee =e as 1 | 251 
201-300 | 0. | 0 o | o 1 | O 0 0 | 24,5 
301- | 0 | o | o “i he 0 | 0 0 21,5 


Wie Tabelle 8 zeigt ist das Verhaltnis zwischen der natiirlichen Ausschei- 
dungsmenge und dem Ausscheidungsprozen'satz nach der Belastung so, dass 
beide unfefahr die gleiche Bedeutung haben. 

Wenn man obige Belastungspriifung mehrere Tage nacheinander aus- 
fihtt und die Ausscheidungskurve ergriindet, so erhalt man ein sehr interes- 
santes Resultat. Die Meinungen der verschiedenen Forscher iiber dieses 
Resultat sind auch wieder sehr mannigfaltig, aber alle stimmen darin iiberein, 
dass das Problem nicht so einfach und klar wie bei andern Stoffen, z. B. 
Vitamin-C ist, sondern dass ein sehr kompliziertes unbekanntes Element daz- 
wischen tritt. 

Ich habe wie im oben beschricbenen Belastungsversuche die gleiche 
Menge von 4 mg Vitamin-B: wahrend 5 Tagen taglich eingespritzt und jeden 
Tag den Urin von 24 Stunden gemessen. Meine Erfahrung an 2 Gesunden 
habe ich im Abb. I aufgezeichnet. Das an diesen 2 Beispielen erhaltene 
Resultat ist wie folgt. Wahrend der ganzen Zeit weist die Ausscheidungs- 
menge taglich cinen annahernden Wert auf und man kann keine bemerkens- 
werte Verinderung feststellen. Das Steigen und Herabsinken der Kurve ist 
unregelmassig und kann in den 2 Beispielen nichts Gemeinsames beobachten. 
Die Veranderung der Kurve ist also nicht regelmassig und gering ; diese 
getinge Schwankung scheint auf verschiedenen Tatsachen wie z. B. Verander- 
ung der Etnaéhrung, Verdauungsstérungen u.s.w. zu beruhen. Kurz gesagt, 
bei den Gesunden 1st die tagliche Ausscheidungsmenge ungefahr gleich und 
man kann sagen, dass schon vom I. Tage ab irgend eine Retention im K6rper 
kaum vorhanden ist. 

Bei den Kranken zeigt derselbe Versuch ein Resultat, das von den bei den 
Gesunden ethaltenen auffallend verschieden ist. (Vgl. Abb. 2.). In dem 1. 
Fall ist die natiirliche Ausscheidung sowohl als der Ausscheidurigsprozentsatz 

nach der Belastung sehr niedrig, die Kurve steigt mit jedem Tag. Der 2, 
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Fall ist auch ein Beispiel eines Mangelz standes an Vitamin-B: wie im vor- 
hergehenden Falle und steigt taglich vom I. bis zum 4. Tage und erst am 5. 


Gusgeschiedene Vitamin B, 7 


Qusgeschudene Vitamin B, 2 


Abb. 1. Tagesausscheidung bei intravenéser Ein- 


spritzung von 4 mg Vitamin B, bei Gesunden. 
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Abb. 2. Tagesausscheidung bei intravenédser 
Einspritzung von 4 mg Vitamin B, 
bei Tuberukuldésen. 
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Tage lasst sich endlich ein 
Herabsinken bemerken. In 
diesem Beispiele findet man 
taglich eine Akkumulation 
von bedeutender Menge und 
dies hért erst auf, nachdem 
sie allmahlich bis zum Assi- 
milationsgrad fortgeschrit- 
ten ist; nachher scheint sie 
einen demjenigen der Ge- 
sunden angenaherten Verlauf 
znnehmen. Der letzte Fall 
nimmt eine derjenigen der 
Gesunden ahnliche Form an, 
aber die Kurve ist niedriger 
als bei den Gesunden. Ob- 
wohl in diesem Beispiele 
taglich eine Akkumulation 
stattfindet, scheint es doch, 
das aus irgend einem Grunde 
die Ausscheindungsmenge 
im Urin sich nicht mit jedem 
Tage vermehrt. 

Die Lungentuberkulé- 
sen, bei denen man keinen 
Mangel an Vitamin-B: fest- 
stellen kann, zeigen eine 
gleiche Kurve wie die Ge- 
sunden. Zwischen diesen 
und den oben gesagten Bei- 
spielen, bei denen der Man- 
gel unverkennbar ist, gibt es 
viele Uebergangsform-Kur- 
ven, zu welchen die grésste 
Zahl der Lungentuberkulé- 
sen gehort. 

Schroeder™ und 
Drigalski®™® berichten, dass 

















Vitamin-B,-Stoffwechsel bei Lungentuberkulésen 69 


bei dem mehrere Tage lang durchgefiihrten Belastungsversuche bei Gesunden 
die Vitamin-B:i-Menge im Urin mit jedem Tage sich vermindert. Auch 
Hildebrandt™, und Baucke*™ sagen, dass die Ausscheidungsmenge am 2. 
Tage regelmassig fallt, aber ich selbest habe in meinen Versuchen diese Er- 
scheinungen nicht feststellen kénnen. 

Arima! berichtet, dass, obwohl er Schwer-Lungentuberkulésen wah- ° 
rend 4 Tagen taglich 2 mg Vitamin-B: intramuskular injizierte, 96% davon 
retinierte, und dass er zu keiner Sattigung gelangte, obwohl er auf gleicher 
Weise 10 mg injizierte. Er ist also zu einem mit dem meinigen ahnlichen 
Schlusse gelangt. 

Bei der obigen Erérterung des Problems der Vitamin-B:-Menge im Urin 
haben die natiirliche Ausscheidungsmenge, die einmalige Belastungspriifung 
und die fortgesetzte Belastungspriifung jede fiir sich ihre Bedeutung, aker ich 
glaube, dass sie besonders im gegenseitigen Zusammenhang ein interessantes 
Resultat ergeben. 

Es gibt aber trotzdem nicht wenige Tatsachen, die durch die Kenntnis 
der Vitamin-B:-Menge im Urin allein nicht erklart werden kénnen, und des- 
halb ist es notwendig, wenn man zu einem exakten Ergebnis gelangen will, 
die Vitamin-B:-Menge im Blute und vot allem die Menge der Co-Carboxylase 
zu kennen. 


Die Vitamin-B:-Menge im Blute. 


(Vitamin-B: in freier Form und Co-Carboxylase.) 


Beziiglich der Verteilung des Vitamin-B: im Blute gibt es verschiedene 
Ansichten. Nach Meiklejohn*®”? gibt es im Serum nur 20% von der 
Gesamtmenge und nach Sinclair™ von nut 14%. Goodhart*® sagt, dass 
die Co-Carboxylase sich nur in den BlutkGrperchen findet. Um diese Zweifel 
zu umgehen habe ich nach Ritsert® das Vollblut beniitzt. 

Unter den Priifungen des Vitamin-B: im Blute sind die grésste Zahl der 
Mitteilungen solche, die auf biologischer Methode mittels Phycomyces blakes- 
leeanus beruhen, wahrend dicjenigen, die auf der Thiochrom-Methode be- 
ruhen, sehr wenig sind. 

Dies scheint dahet zu kommen, dass bei dem Fluorescenz-Vergleich die 
Nebenfluorescenz der verschiedenen Elemente im Blute eine stérende Wirk- 
ung hat, und fiir Aufangeriést «es schwer, diese Nebenfluorescenz von Thio- 
chromfluorescenz zu differenzieren, aber doch mit geniigenden Erfahrungen 
und Ubungen kann man diese Methode benutzen. 

Das Ergebnis einer Messung der Gesamt-Vitamin-B:-Menge im Blute an 
14 Gesunden ist wie Tabelle 9 angibt, némlich der Héchstwert 34,07%, der 
Mindestwert 14,07%, der Durchschnittswert 21,07%. Wenn man danach die 








70 A. Sugiura 


freie Form und die Co-Carboxylase jede fiir sich beobachtei, so erhalt man 
folgendes Ergebnis. Fiir die erstere: Héchstwert 18,07%, Mindestwert 
8,07%, Durchschnitt 12,57% ; fiir die letztere sind die Zahlen entsprechender 
Weise 16,07%, 5,07%, und 9,07%. 


Tabelle 9. 


Blutwert des Vitamin-B, bei Gesunden. 


















































Nr. Name | oS | Alter | Datum | a | fesien v ™ i.e 
1 | SH. t 35 7/1941 | 150 | 10,0 5,0 
2/eu] e@ | 31 | Savion | 340 | 180 16,0 
3 | SA 3 31 6/IV 1941 | 28,0 | 160 | 120 
afar] ¢ 28 12/III 1941 20 «3| 13,0 13,0 
5 | S.H 6 2 27/11 1941 | «22,0 140 | 89 
6 | Nx. | 6 34 27/111 1941 21,0 | 30 | 80 
7 | TK. s 31 11941, 180 | 10} 6 
8 | BA. 2 21 7/IV 1941 330 | 170 | 160 
9 !sK!| @ 59 7/1V 1941 | 21,0 1,0 | 100 
10 S.H g 22 10/IV 1941 | 140 | 8,0 6,0 
1 | TY | 3 27 27x11940 | 190 | 120 | 7 
12 | 8G 3 32 | 10/IV1941 | 19, | 10,0 9,0 
3 | Fs | 8 30 |  15/1V 1941 130 | 110 | 7 
14 | TM s 30 4xm1941 | 200 | 120 | 8,0 
” Mittelwert 21,0 | 425 «| 9,0 


Unter den Forschern, welche die biologische Methode benutzten, geben 
die Gesamt-Vitamin-B:-Menge im Blute wie folgt an: Meiklejohn*” 6,5- 
1,4,07% ; Rowlands und Wilkinson*” 6,8-16,57% ; Lehmann und Niel- 
sen*) ; bei Mannern 7-137%, bei Frauen 8-127%. Ritsert,®? Molnar und 
Horanyi*®, welche die Thiochrom-Methode benutzten, geben sie als 7- 
187%, bzw. 207% an. Widenbauer™ berichtete im Serum 157%. 

Wie Tabelle 10 zeigt, ist in bezug auf die Gesamt-Vitamin-Bi-Menge im 
Blut bei Lungentuberkulésen zwischen Leichtkranken und Gesunden kaum 
ein Unterschied bemerkbar, wahrend schritthaltend mit dem Fortschreiten der 
Krankheit die Verminderung allmahlich deutlich wird und sich als mit der 
Vitamin-B:-Menge im Urin ungefahr in gleichnem Verhiltnis stehend ergibt. 
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Auch im Zusammenhang mit der Blutsenkung, dem Bazillen-Expektora- 
tionsgrad, der K6rpertempcratur und dem K6rpergewicht lasst sich ein ge- 
wisser Parallelismus feststellen. (Vgl. II., 12., 13., und 14. Tabelle.) 

Das Ergebnis der Beobachtung iiber die freie Form und die Co-Car-- 
boxylase bei jedem Kranken wird in Tabelle 15 und 16 gezeigt, namlich in 
bezug auf die erst ist der Unterschied zwischen den verschiedenen Graden von 
Kranken nicht offenkar, wahrend man in bezug auf die letzte einen Unterschied 
klar beweisen kann. 


Tabelle 10. 


Blutwert des gesamten Vitamins bei Tuberkulésen. 





Gesamtes Vitamin 7% 





Krankheitsform ee - — —— — —_— Peeper 
alle 5-10 | 11-15 | 16-20 | 21-25 26-30 | 31- ert ro 
42 0 | 9 19 9 | 4 1 

Leichte Form aw Se 19,5 


100% 0 -21,4% | 45,2% | 214% | 95% | 2.4% 



























































| 28 5 8 12 3 | of 0 
Mittelschwere Form | 15,7 
| 100% | 17,9% | 29,6% | 42,9% | 10.7% | oO | Oo | 
15 6 2 | “et er 0 0 
Schwere Form — — ; 13,3 
100% | 40,0% 13,3% | 40,0% | 6,7% o ; °oO 
| 
Tabelle 11. 
Verhalten der Blutsenkung zum Blutwerte. 
- o/ 
Blutsenkung 1 St. | Zahl der} — ee Barwon y'% ______——————__|d* Mittel- 
™ 2 ~O 
=m Falle | 9-40 | 11-15 | 16-20 | 21-25 | 26-39 | 31- Wert T% 
16 0 ee 1 0 
0-10 acneun © — S Gees Gee oe 18,3 
100% 0 | 37,5% | 37,5% | 188% | 6,4% 0 
| 30 | 1 4 15 7 .2 1 
11-30 —p—————| $93 
| 100% | 3,3% | 13,3% | 50,0% | 23.3% | 6.7% | 3,3% | 
| 16 1 | 6 7 1 1 0 
31-50 EEE —__—+} —_—_—_| 169 
| 100% | 63%  37,5% 43.8% | 63% | 4,3% 0 
11 a | 6 . £4; 8.4.28 
51-70 15,9 
100% | 9,1% | 27,3% | 546% | 9,1%| 0 0 
12 8 “hh 1 | 0 | o 
71- 11,3 
100% | 66,7% | 16,7% | 83% | 83%| 0 o | 
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Tabelle 12. 


Verhalten der Tuberkelbazillenexpektoration zum Blutwerte. 





Blutwert 7 % 

























































































Tee ae ee TL lee | Mittel- 
Sputum Falle | o-10 | 11-15 | 16-20 | 21-25 |+ 26-30 | 31- wert 7% 

Kulturell negativ, | 32 | 0 8 14 = ee ae 

oder Kolonienzahl eee —_——_—_—_—_— —_— . — ~_ asens : -_ ame ~ 19,1 

weniger als 15 100% O | 25,0% | 43,8% | 25.0% | 3,1%] 3,1% 

| | | 
2 
Kolonienzahl ms ° Ses _& H ui. =e 2 . rs 
16-100 ro Se ~ | ese 7 | 
100% 0 | 18,2% | 545% | 9,1% | 18,20 0 
i { 

Kolonienzahl iiber 18 | 1 | 6 | 9 2 0 | 0 

101 oder im Abst- | 17,0 

rich ganz sparlich 100% 5,6% | 33,3% | 50,0% | 11,1% 0 | 0 | - 

: 4 | 0 | 3 i184 4 0 
dariiber hinaus ] 13,9 
100% | 41,7% | 12,5% | 33,3% | 8,3% 41% 0 
Tabelle 13. 
Verhalten der Kérpertemperatur zum Blutwerte. 
Kérpertemperatur Zahl der Fille | Maximalw ert Minimalwert Mittelwert 
| Th Th Th 
unter 37,0°C | 72 | 27,0 [ 8,0 17,8 
37,0°C-37,9°C | 5 22,0 | 6,0 17,4 
38,0°C-39,0°C | 4 18,0 6,0 12,5 
iiber 39,0°C 4 16,0 8,0 | 10,5 
Tabelle 14. 
Verhalten des Kérpergewichts zum Blutwerte. 
Kérpergewicht Zahl der Falle Maximalwert | Minimalwert Mittelwert 
r% 7% T% 
L.K. und dariiber* | 27 27,0 10,0 18,6 
Abnahme weniger als |_ — 

5 Ke scoen TK. 40 |. 20,0 8,0 17,0 
“Abnahme von 5-10 | Zz % a . 
_ Kg gegen LK. 12 20,0 6,0 17,5 ; 

Abnahme uber 10 Kg 6 19,0 6,0 11,0 
gegen LK. 


* Idealkérpergewicht nach Broca 


Beziiglich des Problems des Krankheitszustandes und der Vitamin-B: 
Menge im Blute sagen Molnar und Horanyi™, dass sie bei vielen Kranken 
keinen Unterschied mit den gesunden feststellen konnten, und Widen- 
bauer®» und seine Mitarbeiter berichten, dass ausser bei Schilddtiisenkrank 
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Tabelle 


Blutwert des freien Vitamins bei Tuberkulésen. 





15. 





an me 
freies Vitamin 7% 




















Krankheitsform or ——— 
Y= . 0-5 6-10 11-15 16-20 
| 42 0 15 23 4 
Leichte Form ne a 
100% 0 35,7% 54,8%, 9,5% 
Mittelschwere | » 7 i Ae —_ wf - ©. a Nel ie an B 
Form | 100% 0 67,8% | 32,2% 0 
| 45 1 . Ff 0 
Schwere Form poe Ris nett tae ee aa aa eee 
| 100% 6,7%, 60,0% 33,3% 0 
Tabelle 16. 


Blutwert der Co-Carboxylase bei Tuberkulésen. 





Co-Carboxylase 7% 















































Krankheitsform ag — 
—_ 0-5 6-10 11-15 16-20 
42 7 2 | 5 1 
Leichte Form iene, amma 7 a 
100% | 16,7% | 69,0% | 11,9% |  2,4% 
0 8 
Mittelschwere = = , = _% _—- wa Ss = © iad 
Form 100%, 35,7%, 64,3% | = 
| 15 s | 7 | 0 0 
Schwere Form pe 
| 100% 53,3% 46,7%, 0 0 
Tabelle 17. 
Zunahme des Blutwertes nach der Belastung bei Gesunden. 
~ u ’ we t ' aa ' 
Fe | Su |dS5m |sem (se lece [ety 
v ¥ w =ocs OQESs = UC oes 6.2.5 ES 2 
ae | a B) >> Br.olt | srol SS. SB o).6 SE .0).6 TS x0 
2) a} $e) < | Pum pedo gat cato gateestasee 
| § 2° |Sha [BES Seek NS> N52 
1\/sM/ @ | 31 | 5/IV1941 180 16,0 | 22,0 | 20,0 | 40 4,0 
2|s.A.| @ | 31 | 6/1V 1941 | 160 | 120 | 21,0 14,0 5,0 
3|/S.A./ 9 | 21 | 7/1V1941 | 17,0 | 160 19,0 | 19,0 2,0 
4/\/S.K./ 9 59 | 7/IV 1941 11,0 10,0 17,0 15,0 6,0 
5 |8.G.| @ | 32 | 10/1V1941 10,0 9,0 14,0 | 11,0 4,0 
6 |S.H.| g@ |-22 | 10/1V1941 100 | 9,0 14,0 13,0 4,0 





Mittelwert 
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86 | 15x15 
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S. M. 


heit und Krebskachexie 
keine offenbare Vermin- 


derung vorhanden sei. Da- 
gegen berichtet Guhr™, 
dass bei schwangeren Frauen 
und Wé6chnerinnen im Ver- 
gleich zu den Gesunden ein 
niedriger Wert beobachtet 
wird. Schalutz und 
Knott®” haben festgestellt, 
dass bei den Kindern alle 
akute und chronische Krank- 
heiten eine Verminderung 
der Co-Carboxylase mit sich 
fiihren 

Um den Vermehrungs- 
zustand des Vitamin-B: im 
Blute nach Belastung mit 
einer bestimmten Menge 
und nach Verlauf einer 
bestimmten Zeit zu_ beo- 
bachten, habe ich 1 mg 
Vitamin-B: in die Ellbogena- 
der injiziert, nach 15 Minv- 
ten von der anderseitigen 
Ellbogenader Blut abge- 
nommen, die freie Form 
und die Co-Carboxylase ge- 
messen und den Unterschied 
mit der zum voraus gemess- 
enen natiirlichen Menge aus- 
gerechnet. 

Das Resultat bei den 
Gesunden ist auf Tabelle 17 
und dasjenige bei den Kran- 
ken auf Tabelle 18 angege- 
bem. Nach diesem Resul- 
tate ist sowohl in der isolier- 
ten Form als in der Co- 
Carboxylase die Vermeh- 
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rungsmenge nach der Belastung bei den Kranken niedriger als bei den Ge- 
sunden. Es scheint also, dass das belastete Vitamin in verschiedenen For- 
men am notwendigen Stoffwechsel teilnimmt und je nach dem Grade des 
Vitamin-Bedatfes einen verschiedenen Wert im Blute zeigt. So scheint es 
also, dass das Herabsinken der YVermehrungsmenge nach der Belastung- 
spriifung avch auf einen Mangel-Zustand an Vitamin-B, hinweist. 

Molnar und Horanyi™ berichten, dass in einem gleichen Versuch wie 
das meinige, obwohl die Vermehrungsmenge des Vitamin-B, in freier Form 
bei den Kranken einen niedrigeren Wert aufweist als bei den Gesunden, in der- 
Zunahme der Co-Carboxylase kein Unterschied zwischen den beiden fest 
gestellt werden kann. Wie oben gesagt, wiesen in meinem Versuche die freie 
Form und Co-Carboxylase bei Kranken niedrigere Werte als Gesunden auf. 

Um die gegenseitige quantitative Beziehung zwischen dem Vitamin-B, in 
freier Form und der Co-Carboxylase im Blute etwas eingehend zu erforschen, 
habe ich den durch Teilung des ersten durch den letzte erhaltenen Quotienten 
B,-Co-Carbodylase-Koeffizient genannt und diesen Wert erforscht. 

Im Vergleich zu einem solchen Koeffizienten von 1,14 fiir die natiirliche 
Menge bei den Gesunden, ist er bei Leichtkranken 1,42, bei mittelschweren 
Kranken 1,55, und bei Schwerkranken 2,18. Dies zeigt, dass bei den Tuber- 
kulésen zusammen mit dem Fortschreiten der Krankheit eine relative Ver- 
minderung der Co-Carboxylase bemerkbar wird. Wenn man animmt, dass 
das Vitamin-B, zuerst als Co-Carboxylase am Stoffwechsel des Organismus 
teilnimmt, so muss man auch annehmen, dass bei den Lungen-Tuberkulésen 
eine St6rung der Phosphorierung von Vitamin-B,, d. h. cine Verminderung 
der Beniitzungskraft von diesem Vitamine vorhanden ist. Wahrend man nach 
der Belastungspriifung fiit Gesunde einen Koeffizienten, von 1,12 erhalt, sind 
die entsprechenden Koeffizienten bei den Kranken 1,33; 1,46; und 1,68. 
Dieser Koeffizient also vermindert sich ganz wenig bei Gesunden, dagegen 
bei Kranken deutlicher besonders bei Schwerkranken, d. h. er nahert sich bei 
Kranke demselben des Gesunden. Diese Tatsache beweist, dass einerseits 
durch die Belastung die St6érung der Phosphorierung momentan gemildert 
wird, und dass anderseits auch bei den Gesunden diese nicht unbeschrankt 
stattfinden kann. 

Wenn man das Verhiltnis zwischen der Gesamt-Vitamin-B,-Menge im 
Blute und der Vermehrungsmenge nach der Belastung betrachtet, so kann man 
zwischen den beiden auch einen Parallelismus bis zu einem gewissen Grade 
anerkennen. (Vgl. Tabelle 19) Und wenn darauf das Verhaltnis zwischen 
der Gesamt-Vitamin-B,-Menge im Blute und die Vitamin-B,-Menge im Urin 
an 85 Fallen, bei denen man beide zugleich gemessen hat, betrachtet, so findet 
man, wie Tabelle 20 zeigt, bei solchen, die eine Menge im Urin tiber 1017 auf- 
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wiesen, keinen grossen Unterschied in der Menge im Blute mit den Gesunden, 
wahrend bei solchen, die unter 1007 aufwiesen, eine deutliche Verminderung 
erkannt werden kann. , 


Tabelle 19. 


Verhalten des Blutspiegels zum Zunahme desselben nach der Belastung. 
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Der Krankheitsverlauf und die Vitamin-B,-Menge im 
Urin und im Blute. 


Von den Priifungskranken habe ich 18 ausgewahlt, wahrend 5 oder 9 
Monaten die Verschwankung der Vitamin-B,-Menge im Urin und im Blute 
bei ihnen untersucht, und damit versucht, die Verinderung des Vitamin-B,- 
Stoffwechsels, welche die Besserung oder Vetschlimmerung der Krankheit 
begleitet, festzustellen. Das auf Tabelle 21 angegebene Ergebnis kann man 
wie folgt zusammenfassen. Bei verhaltnismassig Leichtkranken, die schnell 
zur Genesung gelangen, kann man parallel mit der Besserung der Krankheit, 
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Tabelle 20. 


Verhalten der Tagesausscheidung zum Blutwerte. 
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Tagesaus- (Zahlder| _ CE est i 
scheidungy | Falle | 610 | 11-15 | 16-20 | 21-25 | 26-30 | s1- | 7% 
14 >| 2] 3] o o | o | 
0-50 $f 10,7 
100% | 64,3% | 21,4%| 0 | 0 0 o | 
9 | 1 9 8 1 0 0 
51-100 a ee Ease es ae 15,4 
100% | 5,3% | 47,3%  42,1% | 53%] 0 0 
16 0 3 | wo | 2 | 1 0 
101-150 Ne ee ee eS eee 18,3 
100% | 0 | 18,8% | 62,5% | 12,5% | 6,3%| 0 
2 | oOo 4 ot 6-4-4 1.3 
151-200 $$} —_____—. —____|— —_— 19,7 
100% | 0 | 20,0% | 40,0% | 30,0%| 5,0%| 5,0% 
i. « 0 s }-3 0 0 | 
201-250 : ———| 20,7 
100% | 0 0 | 635% | 37.5%} 0 | 0 
4 1 0 1 0 2 | 0 
251-300 __—__— — ! 20,7 
100% | 25,0% 0 250% | 0 | 50,0%/| 0 
4 0 1 1 ues 0 
301- | ———— 198 
100% | 0 — 25,0%| 25,0% 50,0%| o | 0 
Tabelle 21. 
Verhalten des Krankheitsverlaufes zum Vitaminstoffwechsel. 
Zu- oder Abnahme 
Ausgang saa 
Zunahme | unverindert,; Abnahme 
Tagesausscheidung 8 4 0 
gcbessert freies Vitamin 6 6 | 0 
| Blutwert — 
Co-Carboxylase | 4 8 1 
Tagesausscheidung 1 1 | 1 
unverandert freies Vitamin | 1 | 1 | 1 
Blutwert |——— — 
| Co-Carboxylase | 0 2 | 1 
Tagesausscheidung 0 3 0 
verschlimmert freies Vitamin | 0 2 1 
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Vitamin-B,-Menge im Urin und im Blute von Anfang bis zum Ende un- 
verindert und es scheint, dass bei solchen Kranken schon von Anfang des 
Versuches an ein Zustand der iiberhaupt erreichbaren gréssten Vermin- 
derung vorhanden war. 


Die Vitamin-B,-Menge im Urin und im Blute bei an Pleuritis 
und tuberkuliser Peritonitis Erkrankten. 


Das Ergebnis des Versuches an Kranken, die an Pleuritis und tuberkulés- 
er Peritonitis, litten, ist wie folgt. Bei Pleuritis-Kranken ohne Peritonitis, 
bei denen die K6rpertemperatur hoch ist und die Exsudatbildung reichlich ist 
kann die Verminderung der Vitamin-B,-Menge sowohl im Urin als auch im 
Blute festgestellt werden, aber sie ist im allgemeinen gering und entspricht 
ungefahr derjenigen bei leichten oder mittelschweren Lungentuberkulésen, 
namlich fiir die Menge im Urin ist der HGchstwert 1407, der Mindestwert 
64,07, der Durchschnittswert 107,07; fiir die Gesamt-Vitamin-B;-Menge im 
Blute ist der Héchstwert 18,07%, der Mindestwert 15,07%, der Dhrchschnit- 
tswert 16,87%. Im Gegenteil dazu ist die Verminderung derselben bei 
Peritonitis und Pleuroperitonitis meistens auffallend und entspticht ungefahr 
derjenigen bei schweren Lungentuberkuldésen ; und die Werte des Vitakmn-B, 
sind wie folgt im Urin : Der Héchstwert 96,07, der Mindestwert Oy, der Durch- 
schnittswert 57,07 ; im Blute : der Héchstwert 14,07%, der Mindestwert 7,07%, 
der Durchschnittswert 10,87%. 


Uber einige Falle von schweren Tuberkulisen, bei denen eine abnorm 
grosse Vitamin-B,-Menge im Urin festge stellt wurde. 


Wahrend der Ausfiihrung dieses Versuches habe ich einige Faille von 
Schwerkranken angetroffen, bei denep ich eine starke Verminderug der 
Vitamin-B,-Menge im Urin erwartete, die aber in Wirklichkeit einen abnorm 
hohn Wert aufwiesen. Es handelt sich um 2 Fille von Lungentuberkulose 
mit begleitender Addisonscher Krankheit, 2 Falle ohne andere Komplika- 
tion, einen Fall von Darmtuberkulose und einen Fall von Pleuroperitonitis. 
(Vgl. Tabelle 22.) Das Gemeinsame bei all diesen Fallen war, dass es sich 
um langdauernde, chronische Tuberkulose handelte, die alle mit dem Tode 
endeten. Was aber besondere Beachtung verdient ist die Tatsache, dass die 
Vitamin-B,-Menge im Blute, und vor allem die Co-Carboxylase ohne Aus- 
nahme eine auffallende Verminderung zeigten, und es scheint, dass all diese 
Falle in Bezug auf den Vitamin-B,-Stoffwechsel cinen besonderen Platz ein- 
nehmen. 

Von Verzar*®®, Rimi u.a. ist klar gemacht worden, dass bei der 
Erkrankung der Rindensubstanz der Nebenniere eine Stérung der Phos- 
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phorierung der Ernahrungselemente im K6rpert verursacht wird und in der 
Addisonschen Krankheit scheint es, dass das Vitamin-B, freier Form in die 
Co-Carboxylase nicht umgedandert und nicht verwandt werden kann und des- 
halb eine grosse Menge im Urin ausgeschieden witd. Sciclounoff und 
Bauer* und andere einige Autoren haben schon berichtet, dass die Addison- 
sche Krankheit eine grosse Ausscheidung an Vitamin-B, im Urin mit sich 
bringt, aber sie haben die Bestimmung der Co-Carboxylase im Blute nicht 
ausgefiihrt. Ich konnte mit der Feststellung der grossen Vitamin-B,-Aus- 
scheidung im Urin zugleich die damit zusammengehende Verminderung der 
Co-Carboxylase im Blute erkennen und eine Sté6rung der Phosphorierung be- 
weisen. Inmeinen Fallen ausser dem1. und 2. Fallfehlten klinisch vollstin- 
dig Symptome der Addisonsche Krankheit, aber es lasst sich vermuten, dass 


eine die St6rung der Phosphorierung bewirkende Tuberkulose oder eine auf 


andete Ursachen Zuriickzufiihrende krankhafte Verinderung der Rinden- 
substanz der Nebenniere vorhanden wat. 

Die Bedeutung der Phosphorierung der Ernahrungselemente im Or- 
ganismus ist von Verzar*®®9, Lungsgaard™ u. a. klar gemacht worden. 
Bei Aufnahme von Fett und Kohlenhydrat ist ihre Phosphorierung eine un- 
erlassliche Bedingung. Dieser Vorgang wird durch Monojodessigsaure ge- 
hemmt, aber dieses Hemmnis kann durch Flavinphosphorsaureester beseitigt 
werden. Das Hormon der Rindensubstanz der Nebenniete spielt eine Rolle 
im Phosphorieren des Flavins, verursacht die Phosphorierung aller tibrigen 
Ernahrungsstoffe und lasst wichtige physiologischen Funktionen im Organ- 
ismus vollenden. Auf soche Weise, solange eine krankhafte Verinderung det 
Rindensubstanz der Nebenniere vorhanden ist, scheint eine Verabreichung von 
Vitamin-B, sinnlos. Molnar und Petraye*? berichten einen Fall, welcher 
obwohl bei der Belastungspriifung mit Vitamin-B, einen Ausschcidungspro- 
zentsatz von 89-90% bewies, dieser nach Verabreichung von Nebennieren- 
rindensubstanz-Hormon auf 50% herabsank und die krankhafte Verinderung 
det Nebennierenrindensubstanz aufgewiesen wurde. 

Von diesem Standpunkte aus glaube ich, dass die Priifung des Vitamin-B,- 
Stoffwechsels fiir die Diagnose der unbeachteten, latenten Nebennierenrinden- 
substanzerkrankung ein interessantes Problem anregt. 

Weiter, wenn man dazu die von Ogata*® und Shimazono™ berichtete 
Tatsache einer Hypertrophie der Nebennierenrindensubstanz bei Vitamin-B,- 
Mangel und die von Schmitz*® berichtete Tatsache, dass Verabreichung von 
Nebennierenrindenhormon die Erscheinungen des Vitamin-B,-Mangels auf- 
fallend bessern und ihren Auftritt verzégern kann, betrachtet, so ist es leicht 
zu denken, dass das zwischen dem Vitamin-B, und dem Hormon der Neben- 
nierentindensubstanz bestehende enge Verhialtnis den Gegenstand vieler 
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wichtigen Forschungen in der Zukunft bilden wird. 


Zusammenfassung. 


1) Die Vitamin-B,-Menge im Urin bei Lungentuberkulésen weist einen 
im Vergleich zu den Gesunden niedrigeren Wert auf. Auch in der Belastung- 
sprifung ist ihr Ausscheidungsprozentsatz im Vergleich zu den Gesunden 
niedtiger. Ihre Grade aber sind alle parallel gehend mit dem Verlaufe der 
Krankheit. Wenn man weiter mehrere Tage nacheinander die Belastung- 
spriifung fortsetzt und seine Kurve erforscht, so nimmt diese einen von dem, 
bei den Gesunden festgestellten ganz verschiedenen Verlauf und zeigt den 
Mangelzustand an Vitamin-B, noch viel deutlicher. 

2) Das Vitamin-B, in freier Form sowie auch die Co-Carboxylase im 
Blute zeigt einen niedrigeren Wert im Vergleich zu den Gesunden und zug- 
leich kann man feststellen, dass die Menge der Co-Carboxylase sich relativ 
vermindert. Die Vermehrungsmenge des Vitamin-B, in freier Form und 
der Co-Carboxylase zeigen nach der Belastungspriifung ebenfalls im Vergleich 
zu den Gesunden einen niedrigeren Wett. Dagegen kommt das quantitative 
Verhialtnis der keiden nach der Belastungsprobe demjenigen der Gesunden 
sehr nahe. 

3) Das Ergebnis einer ziemlich lange dauernden Beobachtung des 
Krankheitsverlaufes zeigt, dass in den Fallen leichter Erkrankung, die schnell 
zur Genesung iibergehen, der Vitamin-B,-Stoffwechsel sich parallell mit dem 
Zustande der Krankheit bessert und in kurzer Zeit auf den Normalzustand 
zuriickkehrt, wahrend dagegen in Fallen schwerer Erkrankung, auch wenn 
eine sichere Wendung zur Genesung stattfindet, der Vitamin-B,-Stoffwechsel 
sich nicht bessert. Wahrscheinlich bessert er sich, nachdem die klinischen 
Krankheitssymtome und die biologische Reaktionen angefangen haben, sich 
bis zu cinem gewissen Grade zu bessern. 

4) Inden von mir untersuchten Schwerkranken, bei denen ich in einigen 
Fallen eine hohe Vitamin-B,-Menge im Urin festgestellt habe, ist die Ver- 
minderung der Co-Carboxylase im Blute unverkennbar, und es’ scheint mir, 
dass dies auf eine Erkrankung der Nebnnierenrindensubstanz zuriickzufiihren 
sei. 


Diese Forschung wurde durch Uberlassung von Geldmitteln des Unterrichts- 
ministeriums fiir wissenschaftliche Forschung ausgefiihrt, wofiir herzlich gedanket 
sei.—Prof. Dr. T. Kumagai und Prof. Dr. T. Ebina. 
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Beittage zur Kenntnis der Peptidasewirkung der 
Pankreasmazeration des Schweins. 


Von 


Masamiti Kawaharada. 
(J Ek FA OTE 3%) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Fakultat der Kaiserlichen Tohoku-Universitat (Sendai) und 
aus dem Utzino-Laboratorium des Instituts fiir die Chemi- 
sche Forschung an der Kaiserlichen Universitit 
Kyoto, Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 





Im Anschluss an die vergleichenden Untersuchungen von Itzioka 
(1936) und dann von Fujita (1938) tiber die Proteasenwirkungen der 
Pankreasdriise und des Pankreassaftes hat Verf. weiter unter Leitung von 
Prof. Dr. S. Utzino sich mit den gleichen Problemen beschiafitgt, um unsere 
Kenntnis beziiglich der Proteasenspezifitat der Pankreasdriise und des Pan- 
kreassaftes zu bereichern. Vor allem entsteht hier eine neue Frage hinsicht- 
lich der Einheitlichkeit der Carboxypolypeptidase, die Waldschmidt-Leitz 
et al. (1929) in Pankreasenzym anerkannt und ferner von Trypsin, Amino- 
polypeptidase und Dipeptidase getrennt hatten. 


Tabelle 1. 
Caseinspaltung durch die Pankreasmazeration des Schweins bei 
verschiedenen ph-Werten. 

Pankreasmazeration: Der frische Pankreasbrei des Schweins wurde mit der 3fachen Volum- 
menge Glycerin-Wasser (1: 1) gut zerrieben, koliert und untey Toluol im Eisschrank aufbewahrt. 
Zur Aktivierung wurden 2 ccm Mazeration mit 0,06 g Kinasepulver in 2 ccm Wasser bei 37° C 30 
min lang stehen gelassen und je 2 ccm dieser aktivierten Mazeration in Versuchen benutzt. 

Das Kinasepulver, das nach der Vorschrift in II. Mitteilung (Kawaharada, 1943)* bereitet 
wurde, erwies sich als frei von Erepsinwirkung. 

Versuchsansatz:' 20ccm 1 %ige Caseinlésung und 4 ccm aktivierte Mazeration (=2 ccm 
Originalmazeration) wurden mit Sdure oder Alkali und Phosphatpuffer unter Einstellung bei ver- 
schiedenen ph-Werten auf 25 ccm gebracht und unter Toluol bei 37° C digeriert. 

Zur Kontrolle wurden 2 ccm Pankreasmazeration mit Puffer auf 25 ccm unter ph-Einstellung 
bei entsprechenden Werten erfiillt und mit Toluol digeriert. Die Aciditatszunahme in 5 ccm 
Digestat ermittelte man nach S6rensen. Diese Kontrollwerte sind von denjenigen des Hauptver- 
suchs abgezogen und die korrigierten Werte der Aciditatszunahme in der Tabelle angegeben. 
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Aciditatszunahme in 5 ccm Digestat (ccm in 0,1 n-NaOH) 











ph 
Zeit (st) | _~—-A_____—_—_— $e 
3,0 4,0 50 | 6,0 7,0 8,0 | 9,0 
5 0 0 0,12 0,36 0,44 | 0,43 0,35 
24 0 012 | 04 0,66 0,74 0,75 0,47 
72 0,02 0,28 0,6 0,87 , 0,96 | 0,89 0,59 


In der vorliegenden Arbeit stehen uns bei den Versuchen eine 
Mazeration der Schweine- und Hundepankreasdriise und auch ein Hunde- 
pankreassaft zur Verfiigung. Beziiglich der Spezifitét der Pankreascarboxy- 
peptidase war die Mazeration der Hundepankreasdriise trotz der Kinaseak- 
tivierung nicht imstande, Hippursaure und Benzoyldiglycin bei ph 7,5 order 
bei ph 5 anzugreifen, wahrend Benzoyldiglycin durch die Mazeration der 
Schweinepankreasdriise hydrolysiert werden konnte, wie die Hydrolyse durch 
einige gewisse Gewebe schon Utzino (1928)® und dann Yoshioka (1940)® 
gezeigt hatt (Tabelle 2~a u. 2-b). 


Tabelle 2-a. 
Wirkung der mit Kinase aktivierten oder nicht behandelten 
Pankreasmazeration des Schweins auf Hippursaure, 
Benzoyldiglycin und Casein. 


Pankreasmazeration und ihre Aktivierung: Ebenso wie in der Tabelle 1. 

Versuchsansatz: 20 ccm 0,05 Mol Substrat- oder 1 %ige Caseinlésung und 4ccm akt. Pan- 
kreasmazeration (=2 ccm Mazeration+2 ccm Kinasesuspension) wurden mit Phosphatpuffer auf 25 
ccm gefillt, indem die Reaktion bei den in der Tabelle angegebenen ph-Werten eingestellt wurde. 

Zur Kontrolle wurden 2 ccm Pankreasmazeration mit 2 ccm Wasser ohne Kinase auf 25 ccm 
gebracht ; bei den entsprechenden ph-Werten digeriert. Allgemeine Kontrolle mit Enzym-Puffer 
ohne Substrat, wie in der Tabelle 1. Digestion unter Toluol bei 37° C. Aciditatsbestimmung in 
5 ccm Digestat nach S6rensen. Die korrigierten Werte in der Tabelle angegeben. 





Aciditatszunahme in 5 ccm Digestat (ccm in 0,1 n-NaOH) 






































Substrate ph | Zeit (st) | Ohne Kinasepulver Mit Kinasepulver 0,06 g 
Hippursiuce 72 | 2 | 0.06 O12 a 
erm | oR. | 0,12 0,15 ws 
5 | -- 0,11 _ 
40 |° 24 -- 0,23 -- 
| 72 | a 0,23 - 

Benzoyl- 5 | 0,12 | 0,18 0,23 

glycylglycin | 7,2 4 | 0,31 | 0,37 0,3 
(0,04 Mol) | i 72 0,45 } 0,5 0,5 
| 5 | — 0,21 _ 
7,8 24 _ 0,38 oo 
et ee ee a 2 (ME wee. 3 ae 2 — 0,44 - 
% ~ 1,43 l 1,43 = 
Casein (0,8%) 7,2 24 1,63 1,7 an 


72 1,96 2,01 - 
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Tabelle 2-b. 

Wirkung der mit Kinase aktivierten oder nicht behandelten 
Pankreasmazeration des Hundes auf Hippursdure, 
Benzoylglycylglycin und Casein. 

Enzym: Wie in der Tabelle 1 bereitet und aktiviert. Zum besonderen Zweck erhielt der 
Hund eine intravenése Injektion von 1 ccm 3 %iger MgSO,-Lésung pro kg Kérpergewicht zweimal 
traglich und wurde 16 st nach der letzten Injektion abgetétet. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in der Tabelle 2-a. Korrigierte Werte der Acidititszunahme 
angegeben. " 

* Fir Hippursaure und Benzoyldiglycin bei Versuchen mit der Kinase aktivierten Pankreas- 
mazeration fihrte Verf. NH,-N Bestimmung (mg NH,-N in 1 ccm) aus. 





Aciditatszunahme in 5 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 


























Substrate Ohne Kinasepulver Mit 0,06 g Kinasepulver 
Zeit (st) —-——- -—-~- —- ———'~----_-_ -- —_-—-—-- 
| ph 7,5 ph 7,5 | ph 5,0 
Hippursaur 5 0,01 | 4 a ° 
G64 Mol) 24 0,01 0 0,011 0 
ee 72 0,01 | 0,02 0,016 0 
Benzoyl- | 5 0 | 0 0* 0 
glycylglycin =| 24 } —0,01 0 0,011 0 
(0,04 Mol) | 72 0 | 0,01 0,016 | 0,01 
5 0,01 0,41 | 0,87 0,75 0,16 
Casein (0,8%) 24 0,19 0,59 1,15 0,88 0,61 
72 | 0,64 0,78 1,4 1,03 0,92 


| ' 


Hier sei betont, dass die Mazeration der Hundepankreasdriise etwas noch 
durch Kinase aktivierbar war, die der Schweinepankreasdriise aber nicht. 
Die letztere vermochte jedoch auch deutlich Chloracetyl-I-leucin, Chloracetyl- 
|-phenylalanin und Chloracetyldiglycin ebenso wie Benzoyldiglycin zu spalten 
(Tabelle 3). Diese beiden Halogenacylaminosauren schienen im allgemeinen 
leicht durch Gewebeenzym, wie Kaninchenpankreas (Itzioka, 1936)”, 
Mauseleber (Yoshioka, 1940) oder Diinndarmmucosa (Matsuo, 1941)® 
hydrolysierbar zu sein. 

Was nun die Unterscheidung zwischen Benzoyldiglycinspaltung und 
Halogenacylamiriosdurespaltung anbelangt, so ging das Vermégen der Ben- 
zoyldiglycin- und Diglycinspaltung in der Mazeration verloren, falls sie bei 

Tabelle 3. 
Wirkung der aktivierten Pankreasmazeration (Schwein) auf 
Halogenacylaminosauren und Acyldiglycin. 
Pankreasmazeration: Ebenso wie in der Tabelle 1 bereitet und aktiviert. 
Versuchsansatz: 10ccm 0,1 Mol-Substratlésung als Na-Salz und 2 ccm Mazeration mit Puffer 
auf 20 ccm (ph 7,2) gebracht und unter Toluol bei 37° C digeriert. Kontrolle mit 2 ccm Mazeration 


und 18 ccm Pufferlésung. Die Zunahme des Aminostickstoffs in 1 ccmnach Van Slyke bestimmt 
und die korrigierten Werte der Zunahme in der Tabelle angegeben. 
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NH,-N Zunahme (mg) 

















Substrate (0,05 Mol-Lésung) Zeit (st) in 1 ccm Digestat 
24 | 0,363 
Chloracetyl-l-leucin (ph 7,2) 72 0,681 
120 | 0,815 
24 | 0,131 
Chloracetyl-l-phenylalanin (ph 7,2) 72 0,314 
120 0,458 
24 0,011 
Chloracetylglycylglycin (ph 7,2) 72 0,114 
; 120 0,218 
24 0,044 
Benzoylglycylglycin (ph 7,2) 72 | 0,128 
120 0,234 





75° C (30 min lang) erhitzt wurde, wahrend die Spaltung der Chloracety]- 
aminosauren wie die des Caseins noch in deutlichem Masse zutage trat (Tabelle 
4 u. 5). 

Diese Ergebnisse lehren uns, an eine Nicht-Einheitlichkeit der Enzym- 
wirkung beziiglich der Hydrolyse des Benzoyldiglycins und der Halogenacyl- 
aminosaéure zu glauben, obwohl Waldschmidt-Leitz et a}. (1928) diese 
Enzymwirkung als Carboxypeptidase aufzufassen pflegten. 

Ferner beschaftigte sich Verf. hier mit der Unterscheidung zwischen den 
Wirkungen der Mazeration und des Sekretsaftes. Nachdem Le Breton und 
Mocoroa (1933)” tiber die Trypsin- und Caboxypeptidasewirkung (Chlorace- 


Tabelle 4. 


Unterscheidung der Halogenacylase von der Acyldipeptidase der 
Pankreasmazeration (Schwein) durch das Hitzeverfahren. 

Pankreasmazeration: Ebenso wie in der Tabelle 1 bereitet und aktiviert, nachdem die Mazera- 
tion (ph 6,2) im Wasserbade von verschiedener Temperatur 30 min lang erhitzt und dann mit Eis- 
wasser abgekiihrt war. 

Versuchsansatz: 10ccm 0,1 Mol-Substratlésung (als Na-Salz)+2ccm Mazeration+8 ccm 
Puffer+ Toloul ; bei ph 7,2 und 37° C digeriert. NH,-N Bestimmung nach Van Slyke. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Die korrigierten Werte angegeben. 





NH,-N Zunahme (mg) in 1 ccm Digestat 

















Substrate hiatal: Medeiniliat i 
(0,05 Mol-Lésung) aS | Bade-Temperatur (C) 
Zeit (st) | 
| 60 7° 86| 75 | 80 
Chloracetyl-l-phenylalanin - mon — ware ma — ; 
(ph 7,2) 120 | 0,424 0,363 | 0,252 | —0,023 
24 | 0,057 0,006 . a oe 
Benzoyldiglycin (ph 7,2) 72 0,14 0,074 0 0 
120 | 0,159 0,16 0 0 
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Tabelle 5. 


Unterscheidung der Halogenacylase und des Trypsins (der- Proteinase) 
von der Acyldipeptidase und der Dipeptidase der Pankreas- 
mazeration (Schwein) durch das Hitzeverfahren bei 75°C. 


Pankreasmazeration: Ebenso wie in der Tabelle 1 bereitet und aktiviert, nachdem die Mazera- 
tion im Wasserbade bei 75° C 30 min lang erhitzt wurde. 

Versuchsansatz: 10ccm 0,1 Mol Halogenacylaminosaure und Benzoyldiglycin-Lésung (als 
Na-Salz)-+2 ccm Mazeration-+-8 ccm Phosphatpuffer+Toluol oder 20 ccm 0,05 Mol-Diglycin- und 
1 %ige Casein-Lésung+2 ccm Mazeration+3 ccm Phosphatpuffer+Toluol ; digeriert bei 37° C. 
Kontrolle mit Enzymmazeration-Puffer unter den entsprechenden gleichen Bedingungen. NH,- 
N Bestimmung fiir Halogenacylaminosauren und Benzoyldiglycin in 1 ccm Digestat. Formoltitra- 
tion in 5 ccm Digestat mit Diglycin und Casein. Die korrigierten Werte der Aminostickstoff- oder 
Aciditatszunahme in der Tabelle angegeben. 





| Aciditatszunahme in 5ccm Digestat 


NH,-N Zunahme (mg) in 1 ccm Digestat (cem in 0,1 n-NaOH) 











Substrate (0,05 Mol-Lésung) Substrate 
en Lebensideain “io | decotaindi | Gireyiglycin | 9.8% Gasein 
(ph 7,2) (ph 7,2) (ph 7,2) (ph 8,0) | _‘(Ph 8,0) 
24 0,479 0,194 0 0 0,28 
72 0,499 0,255 0 0,01 0,56 
120 0,502 0,291 0,006 | 0,03 | 0,88 


tyltyfosin-Spaltung) des Hundepankreassaftes berichtet hatten, konnte 
Itzioka(1936)” und dann Fujita (1938)” nur Trypsin- und Halogenacylase- 
witkung (Chloracetyltyrosin, Chloracetylphenylalanin) im Pankreassaft des 
Kaninchens feststellen, aber weder Dipeptidase noch Tripeptidase. Im 
Gegenteil zu der Pankreasmazeration war der Sekretsaft (Hundepankreassaft), 
dem gegeniiber Dipeptid und Tripeptid widerstanden, nicht imstande, Acy]l- 
diglycin und Halogenacylaminosdaure anzugreifen (Tabelle 6 u. 7). 


Tabelle 6. 
Wirkung des aktivierten Hundepankreassaftes auf Di- und Tripeptide.* 


Enzym: Fir die Aktivierung wurde 1 ccm Pankreassaft, der aus der Hundepankteasfistel 
gewonnen wurde, mit 9ccm Wasser und 0,05 g erepsinfreiem Kinasepulver (Kawaharada, 
1943)®) 37° C 30 min lang aufbewahrt. 

Versuchsansatz: 20 ccm 0,05 Mol Diglycin-, Glycyl-l-leucin-, d, l-Leucylglycyl-d, 1-8-phenyl- 
alanin-, d, 1-Leucyldiglycinlésung oder 0 %ige Caseinlosung und 3¢cm mit Wasser aufs 10fache 
verdiinnte Pankreassaftlésung wurden mit 2 ccm Phosphatpuffer bei ph 7,5 eingestellt und mit etwas 
Toluol bei 37° C digeriert. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat unter Toluol bei ph 7,5 digeriert. Abzug der Kon- 
trollwerte. Die Tabellenangabe korrigiert. 

** Herren Prof. Dr. Satake und ausserord. Prof. Dr. Wada im physiologischen Institut 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitat ist Verf. fiir die Anlegung der Pankreasfistel zu bestem Dank 
verpftichtet. 
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e Aciditatszunahme in 5 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 
d, l-Leucylglycyl- | 








Zeit (st)| Diglycin Glycyl-l-leucin | d, l-Leucyldiglycin d, I-phenylalanin (3) Casein (0,8%) 
3 | 0,02 | 0,01 - 0 0 | 0,30 
8 | -003 | 0,01 0 0 —0,02 0,40 
24 —0,02 | 0,02 0 0,06 —0,02 | 0,59 
Tabelle 7. 


Wirkung des aktivierten Pankreassaftes auf Halogenacyl- 
aminosauren und Acyldipeptide. 

Enzym: Ebenso wie in der Tabelle 1. 

Versuchsansatz: 20ccm 0,05 Mol Substratlésung (als Na-Salz) und 1 %ige Casein- oder 
Mugirinlésung+3ccm mit Wasser aufs 10fache verdiinnte, mit Kinase aktivierte Pankreassaftlésung 
+2 ccm Phosphatpuffer+ Toluol ; digeriert bei ph 7,5 und 37° C Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne 
Substrat. 

Aciditatsbestimmung in 5 ccm nach Sérensen oder NH,-N Bestimmung in 1 ccm Digestat nach 
Van Slyke. 

Die Tabellenangabe korrigiert. Herrn Prof. Dr. Hirohata sei hier fiir die freundliche 
Uberlassung des Mugirins, des Fischsperma-Protamins, bestens gedankt. 





Aciditatszunahme in 5 ccm Digestat Amino-N Zunahme in 1 ccm Digestat 
(ccm 0,1 n-NaOH) (mg NH,-N) 
Zeit |Benzoyl-| Phtalyl- | Zeit | Chloracetyl- | Chloracetyl- | Chloracetyl- 


(st) | diglycin | diglycin | Mugitin| Casein | (st) ]-leucin l-phenylalanin |_diglycin 








24 | ~0,03 | —0,01 | 0,60 | 0,44 5 | 0,011 0011 | oO 
48 | 0,03 | 0,02 | 0,90 | 0,64 | 24 0,011 0,006 | 0,006 
72 | 003 | 0,03] 097 | 089 | 48 | 0,022 0,011 | 0,011 


Auf Grund dieser Beobachtungen méchte Verf. mit grosster Wahrschein- 
lichkeit annehmen, dass das Vermégen der Pankreas-Mazeration, die Acyl- 
diglycin und Halogenacylaminosauren hydrolysiert, von dem Gewebebestand- 
teile herriihrt und sich nitht im Sekretsaft befindet und dass die Spaltung der 
Halogenacylaminosauten durch die Pankreasmazeration anders als Acyldipep- 
tidase der Pankreasdriise sein sollte und man sie als Halogenacylase auffassen 
hatte, da die bei 75° C erhitzte Mazeration nur eine Aktivitat auf Halogen- 
acylaminosaure, nicht aber auf Acyldipeptide entfalten konnte. ‘ 


Zusammenfassung. 


(1) Benzoyldiglycin wurde nicht durch die Pankreas-Mazeration des 
Hundes, sondern aber durch die des Schweins hydrolysiert. Diese Mazeration 
vermochte auch Chloracetyl-l-leucin und Chloracetyl-l-phenylalanin anzugrei- 
fen. Erhitzt man die Mazeration bei 75° C (30 min), so ging das Vermégen 
Benzoyldiglycin und Diglycin zu spalten, verloren, wahrend die erhitzte Ma- 
zeration noch die Chloracetylaminosaéuren wie Casein angreifen konnte. 











(1) 
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(2) Det Sekretsaft des Hundepankreas konnte nicht Dipeptid, Tripep- 
tid, Acyldipeptid und auch Chloracetylaminosauren angreifen, wahrend Casein 
und Protamin aus Fischsperma dadurch hydrolysiert werden konnte. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens gedankt fiir die Ge- 
wahrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 


Prof. Dr. S. Utzino. 
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Beitrage zur Kenntnis der Trypsinwirkung. 


IV. Mitteilung. Enzymologisches Verhalten der Abbauprodukte der 
Proteine durch Pankreassaft, des Tryptons. 


Von 


Masamiti Kawaharada. 
(7 Jt FA OTE 3) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultat 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitat (Sendai) und aus dem 
Utzino-Laboratorium des Instituts fiir die Chemische 
Forschung an det Kaiserlichen Universitat Kyoto. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 





In bezug auf die Spaltprodukte der Trypsinwirkung auf Proteine haben 
Fujita (1938) und Chen (1940)” im hiesigen Institut auf die Aminosaure- 
und Tryptonisolierung als Digestatprodukte durch Trypsin hingewiesen, 
nachdem Mori (1938)® iiber die analytischen Belege des Pankreatinabbau- 
produktes der Gelatine berichtet hatte. In Fortfiihrung der Untersuchungen 
iiber die Trypsinwirkung und deren Spaltungsprodukte hat Verf. hier noch- 
mals Tryptonk6rper in einem Pankreassaft-Digestat mit Casein, Gelatine oder 
Fibrin nach der Vorschrift von Chen (1940)” bereitet und sich in der Haupt- 
sache unter Leitung von Prof. Dr. S. Utzino mit dem Studium iiber das 
enzymologische Verhalten des Spaltungsproduktes, Tryptons, beschaftigt. 

In der vorliegenden Arbeit unterwarf Verf. also Casein, Gelatine oder 
Fibrin aus Rinderblut einer wiederholten Einwirkung des mit Enterokinase 
aktivierten Pankreassaftes (Hund) und konnte sich hier auch von einer Ab- 
spaltung einiger Aminosduren wie des Tyrosins oder des Leucins iiberzeugen 
(Tabelle 1). Auf Grund dieser Beobachtungen méchte Verf. auch die Sch- 
lussfolgerung von Fujita (1938)” und Chen (1940)” bestatigen. 

In den Analysenwerten des Tryptons war das Verhaltnis des Amino- 
stickstoffs auf den Gesamtstickstoff etwas schwankend, zeigte jedoch einen 
grdésseren Wert als dasjenige des Peptons, wie es die Angabe Chens (1940)” 
ergab. 

Bei den enzymologischen Versuchen mit einem Trypsin-Digestat, das 
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Enzymologisches Verhalten des Tryptons 


Vcrsuchsteil. 
Tabelle 1. 


Spaltungsprodukte (Trypton) der Proteine nach der wiederholten 
Einwirkung des Pankreassaftes (Hund). 

Der frische Pankreassaft wurde aus der Pankreasfistel des Hundes (Kawaharada, 1943)') 
gewonnen und mit 1 g Enterokinase-Pulver fiir 100 ccm Saft (37° C, 30 min) aktiviert. Erepsin- 
freiheit des Kinasepulvers hat Verf. (1943)*) schon bewiesen. 

100-200 g Protein wurden in 1 Liter Wasser aufgenommen und mit 100 ccm aktiviertem Pan- 
kreassaft bei 37° C unter Toluol digeriert, nachdem der ph-Wert der Lésung mit Sodalésung bei ph 
8 eingestellt wurde. Wochentlich wurde das Digestat mit 100 ccm akt. Pankreassaft erneut versetzt 
und nach ph-Einstellung bei ph 8 weiter digeriert, bis Ende vierte Woche die Aciditatszunahme nicht 
mehr auftrat, wie die folgende Tabelle zeigt. 


















































mee Oo ciao bei Ausbeute der Spaltungsprodukte 
_~| Wiederholung der Digestion mit | Leucin-Tyrosin-  Trypton (Methanol- 
Substrate - ¥ aktiviertem Pankreassaft. gemisch o Accton-Fallung) 
N&/ 1. Saft- | 2. Saft-|3. Saft-| 4. Saft- (g) 2) , 
“| zusatz | zusatz | zusatz | zusatz 8 (g 
Casein “Sa Ss Mi Red 
3 3,18 3,66 3.77 | 3,84 | 
(Hammar 15 | 326 | 366 | 3,77 | 3,84 | 14,0 165 
(100 g) 7 3,29 3,66 3,84 3,84 aed. See 
; 13! 572 | 811 | 838 | 8,38 | 24,6 
—_ T | § | 6,84 8,18 8.38 8,38 | ‘Tyrosin ae Leucin 7,3 
( g) a 7,44 8,21 8,38 8,38 gerenigt und analy- 
sicrt 
} | 
Gelatine A ; | iy | a | ae aac Eine syrupése 33.0 
(100 g) 7 | 21 | 251 284 2°94 Masse erhalten . 
| > ? 2 5) 
Fibrin i? 1,41 | 3,47 3,72 | 3,72 
aus Rinderblut | 5 1,96 | 3,59 | 3,72 3.72 | 2,8 4,5 
(200 g feucht) | 7 21 | 3,59 | 3,72 | 3,72 
Kontrolle a 
(Ohne Kinase) G+ “" 
Kontrolle | } 0,9 0,25 


(Mit Kinase) 

einem Caseinabbauprodukte nach einer wiederholten Einwirkung des Kanin- 
chen-Pankreassaftes entsprach und einer weiteren Wirkung des Pankreassaftes 
widerstand, hat Itzioka (1937) und dann Mori (1938)® eine starkere 
Hydrolyse des Abbauproduktes durch Leber- und Nierenmazeration bei ph 
7,5 und auch eine schwachere bei ph 4,5 beobachtet. Daraufhin haben Chen 
et al. (1940)® tiber die enzymologische Einstellung des Tryptons berichtet, das 
aus dem Casein- oder Gelatine-Digestat nach wiederholter Einwirkung des mit 
der Enterokinase aktiyierten Pankreassaftes (Hund) durch Methanol-Aceton 
ausgefallt und getrocknet wurde. Das Trypton, welches weder durch Magensaft 
noch durch Pankreassaft angegriffen werden konnte, wurde durch Darmsaft 
(Hund) und Lebermazeration (Kaninchen) bei ph 7,8 deutlich hydrolysiert. 

Nachdem es Utzino und Sakai (1941) im hiesigen Institut gelang, 














M. Kawaharada 




















Tabelle 2. 
Analyse des Tryptons. , 
Trypton Asche (%) pre oy eds NH,-N/Gesamt- N 
———. 15,58 13,87 ‘ | a 39,9 mail 
a | = 14,12 ei. a 
(Gelatine ay 2,73 | 16,32 fi 23,5 
. (Rinderbiee) - 13,88 | 11,50 | 41,45 


Trennung der Spaltungsprodukte der Proteine durth Pankreassaft. 

Nachdem die Aciditétszunahme im Digestat nach dem 4. Saftzusatz fast nicht mehr bemerkt 
worden war, wurde die Digestionslésung nach Filtrieren mit Salzsaure ungefahr neutralisiert und 
auf dem Wasserbade (unter 40° C) mittels eines Féns eingeengt. Dabei schied sich eine kristallini- 
sche Masse aus, die abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet wurde. Diese Ausscheidung 
erwies sich als ein Gemisch von Tyrosin und Leucin. Zum Analysenzweck isolierte Verf. Tyrosin 
und Leucin aus dem Gemisch, das aus dem Digestat mit Casein T gewonnen wurde und 24,6 g be- 
trug. Densyrupésen Riickstand, det von kristallinischer Ausscheidung bei wiederholtem Einengen 
abgesaugt und in das ein wenig Methanol aufgenommen wurde, fiigte Verf. Aceton hinzu, um 
flockige Ausscheidung zu gewinnen, die abzentrifugiert, mit-Aceton gewaschen und im Vakuum- 
exsikkator getrocknet wurde. Diese Fallung, die noch aschenhaltig und sehr hygroskopisch ist, 
gab eine deutliche rétliche Biuretreaktion und enstspricht dem Trypton nach der Angabe von 
Itzioka (1937). Aus dem Filtrat, das von der Trypton-Fallung aus dem Digestat mit Casein 
T getrennt wurde, konnte Verf. eine kleine Menge Glutaminsaure-Chlorhydrat und auch 0,4 g 
Merkurisulfatfallung gewinnen, die eine starke Bromprobe fiir Tryptophan zeigte. Ein Versuch, 
um Arginin-Flavianat aus diesem Filtrat zu gewinnen, war vergeblich. 

Analyse: Tyrosinfraktion aus Casein T (Ausbeute 4 g). 


30,5 mg Subst. 8,3 ccm 0,02 n-H,SO, (Kjeldahl) 
Ber. C,H,,O;N N=7,74% 
Gef. N=7,62% 
Analyse: Leucinfraktion aus Casein T (Ausbeute 12 g). 
42,0 mg Subst. 15,8 ccm 0,02 n-H,SO, (Kjeldahl) 
Ber. C;G,;0,N N=10,69% 
Gef. N=10,53% 


Katheptase von Ereptase der Gewebe und weiter Kathopeptonase von 
Kathoproteinase durch das Saure-Alkali-Verfahren zu trennen, taucht hier 
eine neue Frage auf, wie die Tryptonkérper sich diesen getrennten Gewebeen- 
zymen gegeniiber verhalten. 

In guter Ubereinstimmung mit den oben erwahnten Angaben wider- 
standen Tryptonkérper, die Verf. aus dem Protein-Digestat nach maximaler 
Einwirkung des Hunde-Pankreassaftes mit Methano]-Accton ausgefallt hat, 
der letztere jedoch konnte das Witte-Pepton im deutlichen Grad hydrolysieren. 

Die katheptasefreie Ereptase der Schweineleber grift diese Tryptonk6rper 
bei ph 7,5 stark an. Unter den kathe ptischen Enzymen wurden das Caseino- 
und Gelato-Trypton durch die ereptasefreie Katheptase wie auch durch die 
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Enzymologisches Verhalten des Tryptons 


Tabelle 3. 


Verhalten der Spaltungsprodukte der Proteine durch Pankreassaft 
(Tryptons) gegeniiber verschiedenen Enzympriaparaten. 


Fir die notwendige Aktivierung der Proteinasenlésung wurde entweder 1 ccm Pankreassaft 
mit 0,05 g Kinasepulver in 9 ccm Wasser oder 0,4 g ereptasefreies Leber-Katheptase-Pulvers mit 
4ccm 0,1 Mol-Cysteinlésung oder 0,4 g ereptase- und kathepsinfreies Leber-Kathopeptonase-Pulvers 
mit 4 ccm 0,1 Mol-Cysteinlésung versetzt und bei ph 8 fiir den ersteren dder bei ph 6 fiir die beiden 
letzteren bei 37° C 30 min lang aufbewahrt, wie es schon in den vorigen Abhandlungen angegeben 
ist. Die katheptischen Enzyme wurden nach Utzino und Sakai (1941)® bereitet. 

Versuchsansatz: 20ccm 1 %ige Casein (Hammarsten)- oder 4 %ige Trypton-Citratpuf- 
ferlésung (6 %ige Fibrino-Trypton-Pufferlésung) und Enzym (in der Tabelle angegeben) wurden 
unter Einstellung beim giinstigen ph-Wert (in der Tabelle angegeben) mit Puffer auf 25 ccm ge- 
bracht und bei 37° C unter Toluol digeriert. 

* Hier wurden 20 ccm 1 %ige Casein-Salzsiurelésung (ph 2) zur Kontrolle der Papsin- 
Aktivitat gebraucht. 





Aciditatszunahme in 5 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOQH) 





Pankreassatt 


Ereptase-und | Kethen- 




















b, ; sey ea Ereptasefreic| sas OO er 
lie, Pman, Magen mit Kinase |p, rmsaft Katheptase kethepsiniscie tasefreie 
2 cn saft (10-fache | enie Conte! Kathopeptonase f- : 
7 Verdiinnung) mit “ystein | mit Cystein pergrans 
\ <n ve dae henselae ‘ 
"e | 
.\ OK ea, ; 
\Ne, ©  3,0cem} 5,0ccm | 2,0 ccm 0,4¢ 0,42 0,42 
\e Cn —— _ —_— —_—_—_— —— 
Substrate “g\%% ph 2,0 ph 8,0 ph 7,8 ph 4,5 ph 5,0 | ph 7,5 
a 
' 
Witte-Pepton | 24 0,25* 0,89 1,14 0,63 0,29 | 0,33 
(0,8%) 72! 0,37 0,99 1,72 0,87 0,45 | 0,56 
a 24| 0 0 1,07 0,33 015 | 0,7 
ammarsten)| 5, | ‘ am 
2%) |") % | ” ee ee 
Gelato-Trypton | 5 " 4 
gree 24 0 0,03 1,5 0,44 0,2 0,94 
(aus Gelatine N A) 5, or 235 | 167 ) gf 
(3,2%) 72 0 ( — 2,35 | 0,67 0,45 1,67 4 
Fibrino-Trypton | = ~~ 
, 3 | 24 0 0 0,87 0,03 0 1,22 
(aus Rinderblut) | 5, 0 os 01 0.17 201 
(4,8%) | 72 0 7 1,25 13 3 2; 
a 24 «0 0 0,77 | 0,25 0,1 1,12 
(aus Casein T) | 5, ) > | 0.25 214 
“ae i * ' re: Se - ' 


ereptasefreie, kathoproteinasefreie Kathopeptonase bei ph 4,5-5,0 gespalten, 
wahrend das Fibrino-Trypton sich als widerstandsfahig diesen sauren Pro- 
teasen gegeniiber erwies. Da eine Kathoproteinase-Wirkung noch nicht 
getrennt wurde, bleibt die Frage ihres Verhaltens noch offen. 

Auf Grund dieser enzymologischen Beobachtungen kann man wohl auf 
eine Einstellungsgebiet der Kathopeptonase, tiber die schon als eine saure 
Peptidase von Sakai (1943)” im hiesigen Institut berichtet worden war, 
hinweisen, indem diese Ergebnisse die Abbaustufe des Tryptons gleichzeitig 
vergleichend genauer erkennen lassen. 
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Zusammenfassung. 


In det vorliegenden Arbeit wurde Caseino-, Gelato- und Fibrino-Trypton 
nach der wiederholten Einwirkung des Hundepankteassaftes, der mit der 
erepsinfreien Enterokinase aktiviert wurde, hergestel]t und analysiect. 

Als Digestionsprodukte konnte Verf. auch einige Aminosduren wie 
Tyrosin, Leucin odér Glutaminsdure isolieren. 

Diese Tryptonkérpet wurden durch den Hunde-Darmsaft wie durch die 
Leberereptase, die von der-Katheptase befreit wurde, bei ph 7,8 hydrolysiert. 

Die ereptasefreie Katheptase und auch die ereptasefreie, kathoproteinase- 
freie Kathopeptonase konnten Caseino- und Gelato-Trypton, nicht aber 
Fibrino-Trypten, bei ph 4,5-5,0 angreifen. 

Herren Prof. Dr. Satake und ausserord. Prof. Dr. Wada im physiolo- 
gischen Institut der Kaiserlichen Tohoku-Universitat ist Verf. fiir die Anle- 
gung der Pankreas- und Darmfistel zu kestem Dank verpflichtet. 


Dem. Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens gedankt fiir die Ge- 
wihrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. S. Utzino. 
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Distribution of Urinary B Outputs according to Difference of 
Atakawa’s Reaction of Lactating Mothers. 
Preliminary Report.* 
173rd Report of the Peroxidase Reaction. 

(120th Human Milk Study.) 


By 
“ Haruka Umemura. 
(He A OF F) 


(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
the Tohoku Imperial University, Sendai. 
Director: Prof. A. Sato.) 





In a recent preliminary report (Cf. 160th Report” of the Peroxidase Re- 
action) on the relation between vitamin B content of human milk and Ara- 
kawa’s reaction,t Arakawa (Cf. 160th Report of same) stated provisionally 
that milk with negative Ara kawa’s reaction shows remarkably lower content 
in vitamin B** than milk with positive Arakawa’s reaction. In the present 
paper I want to report of the relation between the Arakawa reaction and the 
vitamin B content in the urine of apparently healthy lactating mothers. 

The contents of the present paper will be as follows :—1. The vitamin B 
excretion in the urine obtained in the morning (9-10 a.m.). a. Variation of 
the vitamin B content in the urine according to the kinds of rice food of 
lactating mothers (‘‘ Haigamai”tt, ‘‘ Nanabuzuki”’,§ “‘ Hakumai”|| and 





* Paper read at the 26th General Meeting of the Tohoku Med. Association, Sendai, Oct., 
1941, 

1) Ts. Arakawa, Tohoku J. Exp. Med., 1942, 44, 122. 

+ Arakawa-positive may be used in two different senses. One of these is: Arakawa-posi- 
tive in a biochemical sense. A sample of human milk is said to heve become Arakawa-positive, 
when it becomes blue on the addition of Arakawa‘s reagent. There it means that the sample is 
not negative to Arakawa’s reaction. Arakawa-positive in a clinical sense: A sample of human 
milk is clinically Arakawa-positive only when it shows such a reaction as + or 4+ in one minute 
of the addition of Arakawa’s reagent. Another sample of human milk may be Arakawa- 
positive in the first described sense, but yet clinically negative. 

** B, is always meant throught this article. 
tt “ Haigamai” means rice with germs. 
§ “ Nanabuzuki” means rice with germs left corresponding to 70%. 
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**Mugimesi”’)§. b. Variation of the vitamin B content in the urine according 
to the intensity of Arakawa’s reaction. 2. The relation between the daily 
output of vitamin B in urine and the Arakawa reaction. 


Experimental Method. 


After a trial of various alternatives to eliminate as accurately as possible 
the accessory fluorescence, I adopted the modified thiochrome method of 
** automatic adjustment of proper fluorescence (automatischer Ausgleich der 
Eigenfluorescenz) ” reported by Ritsert® and used acid clay as an absorbate 
of vitamin B in place of franconite. 

Remarks. 1. It is ascertained that 1 grm. of acid clay absorbs 70-80% 
of 1007 % solution of oryzanin* as the following examination shows :— 

Solution A :—To 1 c.c. of 1007 % solution add 2 c.c. of 15% NaOH and 
0.1 c.c. of 0.05% potassium ferricyanide and mix gently for 2 minutes. Then 
add quickly 20c.c. of isobutanol and mix the content vigorously for 2 
minutes. The isobutanol layer thus obtained becomes clear by shaking with 
2—5 grms. of sodium sulfate anhydrate and is filtered. The clear filtrate is 
Solution A. The fluorescence of 1 c.c. of Solution A=the fluorescence of 
0.057 of vitamin B. 

Solution B :—To 1007 % solution of oryzanin add 1 grm. of acid clay 
after adjusting the hydrogen ion concentration of the solution to PH 3. Then 
mix the content vigorously for 10 minutes and filter. Then the same pro- 
cedure as performed in the case of Solution A is perfomed with about 1 c.c, 
of the filtrate. The clear filtrate thus obtained is Solution B. The fluores- 
cence of 1 c.c. of Solution B=the proper fluotescence of the solution after the 
vitamin B in 1007 % solution of vitamin B was absorbed by acid clay. 

The direct comparison of the intensity of fluorescence of 1 c.c. of Solu- 
tion A with that of Solution B according to Ritsert’s description was per- 
formed under the ultra violet light, and the titration done with 7-8 drops of 
the standard solution. Since one drop of the standard solution is equivalent 
to 0.005; of vitamin B, 70-80% of 1007 of vitamin B was practically adsorbed 
70-80% on 1 grm. of acid clay. 2. Table 1 demonstrates that approximately 
80% of a known amount of vitamin B added to urine may be recovered by the 
present method. | 





|| “*‘ Hakumai”’ means polished rice. 
§ ‘“‘ Mugimeshi”’ means rice with barley. 
A normally Arakawa-positive milk is (+) 1’ (++) 2’ (+4) 3’ (44) 4’ (44) 5’ or of the intensity (++) 
in one minute of the addition of the reagent, of (++) in two minutes, of (++) in three and so on. 
2) K.Ritsert, Dtsch. med. Wschr., 1938, 64, 481. 
* Oryzanin is a vitamin B, preparation. 
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TABLE 1. 


Recovery of vitamin B added to urine. 














Vitamin B 
No. of 1 —i 
o. of samples In Urine of esas Recovered 
100 c.c. (7) | (7) Percentage 
| | 
1 4 20 20 83% 


2 8 20 24 86 , 


Materials. 


Materials: Urine voided in the morning (9-10 a.m.) or during 24 hours, 
with an addition of a few c.c. of toluen added as preservative. Urine of lactat- 
ing mothers, who had, according to what they asserted, menses, pregnancy, 
or renal diseases during the present experiment was excluded. 


Result of Investigation. 


1. The vitamin B excretion in urine obtained in the morning (9-10 a.m.) 
from apparently healthy lactating mothers of out-patients of our Department 
(Cf. Table 2). 

Observations on 28 apparently healthy lactating mothers are shown in 
Table 2. It is apparent that the vitamin B excretion varies between fairly 
wide limits, ranging between 0 and 247 -% with the average 10.87 %. 

a. The variation of vitamin B excretion according to kinds of rice food 
(taking mothers’ words) (“‘ Haigamai”’, ‘‘ Nanabuzuki,”’ ‘‘ Hakamai” and 
** Mugimeshi ” Cf. Table 3). 

If all 28 urine samples of lactating mothers who had not taken any special 
vitamin B preparation were divided into 4 classes according to the kinds of 
tice food, the urine of the ‘‘ Haigamai ” group was the richest (207 % on an 
average) in the vitamin content and that of the ‘‘ Mugimeshi ” group was the 
poorest (7.67 % on an average). The average value of the vitamin B content 
of the ‘‘Nanabuzuki ” and ‘‘ Hakumai ” groups was of the intermediate values 
(12.27 % and 11.07 % respectively) between those of the “‘ Haigamai” and 
“*Mugimeshi” groups (Cf. Table 3). ° 

In Table 4 relation between the kinds of rice food (taking mothers’ 
words) and the intensity of Arakawa’s reaction is shown. The numbet of 
cases was too small to draw a conclusion concerning the relation, but an in- 
clination may be supposed from the distribution shown in this Table (Cf. 
Table 4). 
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TABLE 2. 


Vitamin B excretion of lactating mothers in urine (9-10 a.m.). 

















































































































va . wd Side of Arakawa’s | Vitamin B | 
ar D: ren _ breast reaction content in| Main diet of 
Se ate infant sity : we 
ra y=years R=right urine | lactating mother 
a, — — * rar or2arn / | 
by 3 yavears (Lake | ove | (7%) | 
. |. —~— |) ox —t++HH ial ee aS 
1 | 4. x0 rh . ae eae 16 | Haigamai 
2| 4X0 o£ 4 ~st +t 8 Mugimeshi 
: 5 m L 6e------ — 
3] 4. XII 9d 4 orcad. Hakumai 
2k. Fe Se Re hecea 24 Hakumai 
c 36 y R —+++HH — 
5 | 6. XII fa 4 | pil a ig 14 Mugimeshi 
6 | 9. Xl tl FS Garters 6 Mugimeshi 
7 | 12. XII —7 . Fetentee 10 | Nanabuzuki 
44 y R —zk++HH | : 
8 | 15.xn | “BY . eeros 10 | Hakumai 
9 15. XII , 44 = TTTTTT | 4 | Mugimeshi 
28 y R | ——-++HH | 
10 | xm | BY 4 Tete | 200 | Nanabuzuki 
25 y R —+HHHH : : 
11 | 18. XI $a 4 *teeee | 12 | Mugimeshi 
40 y R Se aaa 
12 | 18. XII 4a TE be | Mugimeshi 
13. | 19. XII yi t | ~~pa-~ |) 8 | Nanabuzuki 
23 y R ——422+ | 
14 20. XI 72 > 5 ees fe Nanabuzuki 
"pee oe ee a 16 | Nanabuzuki 
16 | 13. XII 72 ? TTTTTT | 4 | Mugimeshi 
Oo) Be): Be | : moar eercyr es 0 | Hakumai 
18 | 22. XII | a ee re 4 | Mugimeshi 
19 | 13.1 td s or sr apes . Mngimeshi 
{Mh Boy ARE shor B TTITS* | 8 | Mugimeshi 
21 ae , z : | Phar eae it | 8 | Hakumai 
2a y R HHH HEHE : , 
2 3.11 | +A - | Pitt | 24 | Haigamai 
aime .| 42 z TTTTT= [4 |. Namabuzuki 
24 | 13.01 ae : mareniitty Bie Nanabuzuki 
| 42y R | —##eHH : 
3] 6m | 33% TTR Fle E. Nanabuzuki 
24 y R | ae 
26 | 23. IV | qa . |iennen | * Hakumai 
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TABLE 2. (Continued) 



































7 § Bi inal Side of Arakawa’s Vitamin B | 
C§ ~ we breast reaction | content in Main diet of 
ae | Date infant Reri - : 
5 | y=years — sass ON urine lactating mother 
x | inneanite L=left 0’ 1’ 2’3'4'5 | (7%) 
_—“a 6 th he 1 oe aoa ongiainals ’ 
27 24. IV ae L BE we as 12 Nanabuzuki 
28 | 27.1V Bence 8 | Nanabuzuki 
2m L s Bsr: ¢ = ache oe = A | 
Average for all samples 10.8 
TABLE 3. 
Vitamin B excretion in the urine obtained in the morning and kinds of 
main food of lactating mothers (taking mothers’ words). 
| The The The The 
Main food “ Mugimeshi”’ ** Hakumai”’ ** Nanabuzuki” “ Haigamai” 
group group group group 
Vitamin B in urine | 
We rasdtesl 7.6 11.0 12.2 | 200 
Cases | 10 6 10 2 
TABLE 4. 


Relation between the kinds of rice food (taking mothers’ words) and 
the intensity of Arakawa’s Reaction. 





The | The The The 
““Mugimeshi” | ‘‘Hakumai” | “ Nanabuzuki” | ‘“ Haigamai”’ 
group (Cases) | group (Cases) | group (Cases) | group (Cases) 


Arakawa’s reaction 
R=right L=left 








RGH) 1 RorLGh? 


or 
L(#) 1’ LorR(#) 1’ 
(Arakawaspositive case) 
| R or L (#) 1’ 
LorR(+)1’ | 
R or L(#) 1’ 
__LorR(+)1’ , 
RCH) ; 
L (+) 1’ 
R or L(+) 1’ 1 
L or R (+) 1’ 
RorL(+)1l’ | | 
LorR(—)1’ | 
R (+) 1’ 
| Le) 
R or L(x) 1’ ‘ 
/  LorR(-) 1 . . 2 
RO) | | l 
L(-)?’ | . | : 
R(-)3 ; 
L(-)5' . + 3 6 
(Strongly Arakawa- 
negative cases) 








| 
1 1 1 
Pd 


























(Arakawa-nagative cases) 
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b. The variation of vitamin B content in urine according to the inten- 
sity of Arakawa’s reaction (Cf. Table 5). 


TABLE 5. 
Vitamin B content of mother’s urine obtained in the morning (9-10 a.m.) 
and Arakawa’s reaction. 

















Cases with Cases with negative | Cases with strongly | Mh el 
Arakawa-positive Arakawa’s Arakawa-negative aan sana 
: : : 
reaction (7%) reaction (7%) |  teaction (T%) from positive cases 
Average 17.3 | 12.5 78 | —55% 
Maximum 24 24 24 
Minimum 8 6 0 
Cases 3 12 13 





These mothers given in Table 2 had not taken any special vitamin B pre- 
paration. As is seen from Table 2, the vitamin B content in 28 urine samples 
from lactating mothers was subject to a very remarkable variation. But it is 
interesting to find in Table 5 that the urine of Arakawa-positive mothers was 
averagely about twice as rich in vitamin Bas the urine of strongly Arakawa- 
negative mothers, and the urine of mothers with negative* Arakawa’s 
reaction showed in average figures about the intermediate value (12.57 %, Cf, 
Tabe 5) between those of Arakawa-positive and strongly Atakawa-negative 
mothers. The vitamin output was on an average 17.37 % in Arakawa-posi- 
tive group and 7.87 % in strongly Arakawa-negative group. 

2. The daily output of vitamin B in urine and the Arakawa reaction. 

In Table 6 are shown observations on twenty-three apparently healthy 
lactating mothers of in-patients of our Department. 

It is seen that the daily excretion varies between very wide limits, ranging 
from 237 to 544 per day with the average 1217 per day. This will be especial- 
ly clear, if the figures of daily outputs in some of the cases are compared be- 
tween themselves. Unless the number of cases is large enough, the compari- 
son according to the different groups will be impossible. Now, as is shown 
in Table 7, vitamin B content of the urine of the Arakawa-positive group was 
1737 per day on an average, and that of the urine of the group with the negative 
Arakawa _ reaction was 1217 per day on an average, while that of the urine 
of the strongly Arakawa-negative group was 62; per day on an average. The 
deviation of the last figures (627) from the first (1737) was — 64%. 

It will thus be seen that, in general, urinary vitamin B output is larger in 





* Negative Arakawa’s reaction in this article means weakly positive Arakawa’s reaction 
in biochemical sense. 
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TABLE 6. 
Daily vitamin B excretion of lactating mothers. 
= Age of — 9 ont. 
oH] | mabecer [sion] Sestars [Amar], ze] venmin Bo 
Z x | yayears | breast anwar Pa — gravity —— per day 
1 | 7. XI eda i. 1 | 1032 8 | 60 
Ce Se a CE 
~ {awd =e sors) | 1025 | 4) | (ays 
, on e oa is in | 970 | 1020 EE: ~T 416 
Poor) BY |B [-=tttt| «| wr | a 
4°| 5 XU Bi e. eettt+ 800 | 1014 p12 | 96 
5 1. Xt oe | —===== | 1100 | 1035 .-. @ 
- 22. I fa =F ~===== | 40 | 027 | oe | 38 
23. I =e (iter i gg | 1025 |) | Go) 
T[wu [AER [=5y8e am | we [+o 
8 20. I | a a pees 1 | 1032 | 12 | 120 
9 7° fa - oes | | 1028 | 16 | 144 
? 20. | fa | 4 Panne’ 950 | 1026 | 24 | 228 
a.m | 3% | ¢ |akaamm | 1200 | 1024 | 35) | (10) 
8. V a Ae eee | eso | 10as | 12 | 102 
9. V os 6 zeae | 020 | 1023 | 12 | 122 
11 |10.V aT. . beer 4 Be | 20 | 180 
11.-V | — Fe sunin® | 620 | 1030 | 16 99 
112.V | ia > |yoouce | oo | ome (s) | (142) 
5. VI | ga . et ham | 1250 | 1022 | 16 | 200 
" 6vn | {ey ; lame | woe | 8 1 
| %y - re | 1018 | 32 «| 544 
TEeeeae oo | oo BS Bs 
¢ [eeeeee | mo | um] 8) 
; |Stenee| | wm | us | lm 
reetgee | @ | om | | 20 
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TABLE 6. (Continued) 
ro Age of | A k - lA ree, . 4 
w § go --"3 rakawa’s mount t Vitamin B (7) 
°¢€ a. =~ | Side of reaction | of | Specific ——. 
Oo | = ont | breast a ——| utine | gravity per100 ine 
Ze a lovaxas| cc. c.c, | Per day 
S| } m=months } 
: 30 v toon 
i 17. XII | $a beer — | 1000 | 1018 4 40 
a ae aa 6 | 89 
2x0} 2 e peren 1480 | 1017 (5) | (64) 
40 y R | —----- 
20. XII 17 on ee pore 490 | 1038 16 78 
, 40 y R | ——-—----— 
17° 21. XII 5: edad BE EB Sorrrorcaes 700 | 1035 8 | 56 
40 y R | ——-—--— 7 nS 
22. XII 17 0 Ry femseemsncenps 570 | 1032 | (1) (69) 
40 y pao: 
18 25. XI 7 teens] EF ES. } 12 | 114 
40 y R —kt++++ | 
19 | 9m vm | - Bess KE 6 51 
ay R | —++HHH 
Ae i i L —++++H 830 | 1023 16 133 
| 32 y R | $+HHH+#H | | 
sien | 2 Lt | STuet ! ateo | 1022 | 16 +| 189 
| 32y R —t+tHHH | 20 =| 150 
an |: “Ee L | —4+H#HH | 750 | 1028 | (47) | (157) 
26 y R E+++HH | | 
ke 9.1 o. t | STTTHE | 1000 | 1025 | 16 | 160 
26 y R | t+HHHH | 16 120 
10. I 11m t lssunmm | 759 | 1029 | 8) | chao) 
ay | R + HHH : | 
2. ©«7. WH 4a L | tatiana | 1200 | 1023 } 12 | 132 
36 y Ro HH | | 2 
23 7. Ill ‘a L HL Rd 4 a 1620 | 1025 20 324 
Average for all apparently healthy lactating mothers 121 
( )* is average figure. 
TABLE 7. 
Vitamin B centent of whole day urine and Arakawa’s reaction. 
Cases with | Cases with negative , Cases with strongly | Rn sox al 
| Arakawa-positive Arakawa’s Arakawa-negative | ° an a Aa recor 
reaction (7) | reaction (7) reaction (7) ten unalone oan 
Average 173 | 121 62 —64%, 
Maximum 324 266 88 
Minimum 56 | 30 38 
Cases 6 | 12 5 


Arakawa-positive mothers than Arakawa-negative ones. One will notice the 


fact above mentioned from Table 8, too (Cf. Figure). 
Remarks. 
utine scanty in amount was discarded. 


ples which were somewhere about 1 litre in amount. This was rather difficult, 


In the present experiment any sample concerning whole day 


I endeavoured to collect urine sam- 
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Figure. Distribution of urinary vitamin B outputs of lactating mothers to 
Arakawa’s rection. 
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because, as reported in a preceding paper (Cf. 155th Report® of the Peroxidase 
Reaction), Arakawa-negative mothers are apt to excrete a smaller amount of 
urine. But even in this experiment, the average figures of the amount of 
utine of Arakawa-positive, -negative and strongly Arakawa-negative groups 
were 976 c.c., 959 c.c. and 925 c.c. respectively. 


. Summary and Comment. 


In ‘Table 3 it will be seen that all 28 urine samples obtained in the morning 
(9-10 a.m.) from apparently healthy lactating mothers, who had not taken afy 
special vitamin B preparation, were arranged in four groups: the “‘ Haiga- 
mai,”’ the ‘* Nanabuzuki,” the “‘ Hakumai” and the “‘ Mugimesi” groups 
(taking mothers’ words) according to the kinds of rice food. It was shown 
that the urine output of vitamin B was the largest (207 % on an average) in 
the “‘ Haigamai”’ group and was the poorest (7.67 % on an average) in the 





3) H.Umemura, To be published in this Journal. 
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“*Mugimeshi” group. It will further be seen from the above result that the 
vitamin content of the urine was subject to a great extent to the kinds of rice 
food, though there might possibly be a variable destruction of the vitamin in 
the body or elimination of it in the faeces. 

The next thing to consider is the principal object of the present work : 
the relation between Arakawa’s reaction and the vitamin B output of lactat- 
ing mothers. As is shown in Tables 5 and 7, both in the urine obtained in the 
morning (9-10 a.m.) and in the 24 hours’ urine, the Atakawa-positive group 
showed the largest output (17.37 % ; 1737 per day) an@the strongly Arakawa. 
negative group showed the poorest output (7.87 % ; and 62; per day). The 
Arakawa-negative group showed an intermediate value (12.57 %; and 121; 
per day). Both in the urine obtained in the morning and in the whole day 
urine, the deviation of the vitamin B content of the strongly Arakawa-nega- 
tive group from the Arakawa-positive group is —55% (Cf. Table 5) or —64% 
(Cf. Table 7) respectively. So, the urine of the Arakawa-positive group is 
averagely about twice as rich in vitamin B as the urine of the strongly 
Arakawa-positive group. 

Now Arakawa-positive mothers are generally healthy mothers* free of 
B-avitaminosis as has been shown by a number of reports from our Labora- 
tory. Their vitamin output ranged from 567 to 3247, with the average 173y. 
These figures are in agreement with those of normal individuals reported in 
the literature (Westenbrink and Goudsmit®: 70-300, Ritsert?: 110- 
520, Hiillstrung®: 51-240, Hilderbandt?: 100-450, Najjarand Holt®: 
60-342 etc.). As to the mothers with negative Arakawa’s reaction or 
mothers in a state of vitamin subnutrition, the daily vitamin B excretion varies 
between fairly wide limits, ranging between 30 and 2627, with the average 
1217, which is smaller than the figure of the Arakawa-positive group. For 
the strongly Arakawa-negative group,.the group in a state of vitamin B de- 
ficiency, the daily vitamin B excretion ranged from 38; to 897 with the average 
of 627, a much smaller figure than that of the Arakawa-positive group. 

Robinson, Melnick and Field® studied urinary excretion of vitamin 
B in clinical cases and the result of such analyses for the diagnosis of vitamin 
B deficiency. They stated in the summary and conclusions :—There is good 





* Or, at least the most healthy lactating mothers. 

4) H.G.K.Westenbrinkand J.Goudsmit, Arch. néel. Physiol., 1937, 23, 319. 
5) K.Ritsert, Dtsch. med. Wschr., 1938, 64, 481. 

6) H. Hillstrung, Klin. Wschr., 1938, 17, 1518. 

7) A. Hilde brandt, Dtsch. med. Wschr., 1939, 65, 639. 

8) A. Najjarand L. M. Holt, Bulletin of the Johns Hopkins Hospital, 1940, 57, 107. 
9) W.D.Robinson, D. Melnickand H. Field, Clin. Invest., 1940, 19, 399. 
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correlation between the urinary thiamin values and the adequacy of the pre- 
ceding diet with respect to this thiamin. The 24-hour urinary thiamin ex- 
cretion in subjects whose previous dietary intake of thiamin had been ade- 
quate, and who ingested an adequate diet on the day of the test, was 90 
micrograms or more in all males, and above 60 micrograms in all females but 
one. Under similar conditions, the 24-hour excretion in subjects whose pre- 
vious diet had been definitely inadequate in thiamin was 66 micrograms or 
below in all males, and 43 micrograms or below in all females except one. 
The result of Robinson, Melnick and Field is not directly comparable 
with my own result, because their cases were patients of different diseases and 
my cases were apparently healthy lactating mothers. But it is apparent that 
in the daily vitamin B excretion of lactating mothers there is a rather essentia 
difference among three groups of different Arakawa’s reaction. Namely,. 
the average urinary vitamin B output is 1737 in the case of Arakawa-positive 
mothers, 1217 in the case of Arakawa-negative mothers and 627 in the case of 
strongly Arakawa-negative mothers. The ratio is thus about 3:2: 1. 


Conclusions. 


There is a difference of thiamin excretion of lactating mothers according 
to the difference of their Arakawa’s reaction. As to the whole day urine, 
the ratio of the average excretion in the three groups (the Arakawa-positive, 
the Arakawa-negative and the strongly Arakawa-negative) is 3: 2:1 respec- 
tively. 

This investigation was carried out by a grant from the Science Research Fund 
of the Education Department. Prof. Akira Sato. 











Weiterer Bericht iiber den Einfluss der Arakawa-positiven 
und -negativen Frauenrhilch auf das Mauseherz.* 


174. Mitteilung iiber die Peroxydasereaktion. 
(121. Menschenmilchstudie.) 


Von 
Shuichi Hiraga. 
(FR FH —) 


© (Padiatrische Klinik, medizinische Fakultét der- Tohoku- 
Reichsuniversitat zu Sendai. 
Direktor : Prof. Dr. A. Sato.) 


Einleitung. 

In einer meiner anderen Mitteilungen” (Cf. 201st Report of the Peroxidase 
Reaction) habe ich iiber den ,, Vitamin C*-Gehalt der Frauenmilch berichtet 
und geschlossen, dass die der Arakawaschen Reaktion positivet Menschen- 
milch (Arakawa-positive Milch) im allgemeinen eine kleinere Menge von 
,, Vitamin C*‘ als die Arakawa-negative Milch enthalt. Zu einer sehr friitheren 
Zeit war Isono zu demselben Schluss gekommen (Cf. 111st Report of the 


* Vortrag gehalten in der 48. allg. Sitzung der japanischen pidiatrischen Gesellsthaft, 
Nagoya, am. 29~31 April, 1943. 
1) Sh. Hiraga, Tohoku J. Exp. Med., 201st Report of the Peroxidase Reaction, zu erscheinen 
in diesem J. 
t+ ,,Arakawa-positiv“ wird im doppelten Sinnen gebraucht. Einmal ,,Arakawa-positiv“ in 
biochemischer Bedeutung. Ein Exemplar der Menschenmilch wird als ,,Arakawa-positiv“ be- 
zeichnet, wenn es durch Hintufiigung der Arakawaschen Reagenz blau wird. Es bedeutet, dass 
das Exemplar zu Arakawascher Reaktion chemisch nicht negativ ist. ,,Arakawa-positiv“ in 
klinischer Bedeutung bedeutet: Ein Exemplar der Menschenmilch ist nur dann klinisch ,, Arakawa- 
positiv“‘, wenn es solche Reaktion wie + in einer Minute nach der Hinzufiigung der Arakawaschen 
Reagenz zeigt. Ein anderes Exemplar der Menschenmilch mag in der zuerst beschriebenen Bedeu- 
tung ,,Arakawa-positiv“ sein, jedoch im klinischen Sinne negativ. 
Normale Arakawasche Reaktion ist von der Intensitat: (++) 1’ (H+) 2’ (H+) 3’ (+4) 4’ (4) 5. 
Und die starke Arakawasche Reaktion ist von einer starkeren Reaktion. 
Negative Arakawasche Reaktion im klinischen Sinne bedeutet alle Reaktionen von einer 
subnormalen Reaktion bis zu der Reaktion : (—) 1’ (—) 2’ (—) 3’ (—) 4’ (—) 5’. 
Negative Arakawasche Reaktion kann auch nur solche Reaktion bedeuten : (—)1’ (—)2’ (—)3’ 
(—)4’ (—)5’; denn eine solche negative Reaktion wie (—) 1’ (+) 2’ (+)3’ (+)4’ (H+) 5’ wird als 
eine Zwischenreaktion (oder schwach Arakawa-positiv Reaktion) bezeichnet. 
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Peroxidase Reaction)”. Auch andere Autoren sind zu ahnlichem Schluss 
gekommen*®», Nun ist die Arakawa-positive Milch nach unserer Meinung 
im allgemeinen eine gute oder normale Menschenmilch und die Arakawa- 
negative Milch meistens eine schlechte Frauenmilch. Man mag sich dariiber 
wundern, dass eine Menschenmilch von kleinerem ,, Vitamin C‘*-Gehalt viel- 
mehr eine bessere Milch sein soll. 

Was bedeutet nun der ,, Vitamin C‘*-Gehalt der Frauenmilch? Er be- 
deutet den Gehalt an der die Tillmanssche Reagenz reduzierenden Substanz 
der Menschenmilch. Wenn man die beiden Milcharten—die Arakawa-posi- 
tive und die Arakawa-negative Menschenmilch—vorher mit Ather behandelt 
hat und dann erst den ,, Vitamin C“‘-Gehalt bestimmt, so wird die Arakawa- 
negative Milch meistens eine merkliche Abnahme an ,,Vitamin C‘‘-Gehalt 
zeigen, wahrend die Atakawa-positive Milch im allgemeinen keinen oder fast 
keinen Verlust daran erleidet (Cf. 205th Report of the Peroxidase Reaction)®. 
Nach dieser Behandlung gibt es keinen merklichen Unterschied des Gehaltes 
zwischen beiden Milcharten, obgleich ich hier darauf verzichte, dariiber etwas 
Genaueres zu sagen. Daraus erhellt sich, dass der ,, Vitamin C“-Gehalt in der 
Arakawa-negativen Menschenmilch in allgemeinen zu einem grossen Teil (ja 
fast zur Halfte) nicht die Ascorbinsaure ist. Dies ist, was ich schon berichtet 
t hatte, Wenn ich unten in meiner Abhandlung ,, Vitamin C“‘ schreibe, dann 
. meine ich eine vitamin C-artige Substanz* oder iiberhaupt eine 2,6-dichlor- 
phenolindophenolreduzierende Substanz*. 

In 1935 veréffentlichte Takamatsu” von unserem Laboratorium eine 
Arbeit (Cf. 62nd Report of the Peroxidase Reaction) iiber die herzvergrésse 
-rnde Wirkung des Atherextraktes der Frauenmilch. Er bereitete Aether- 
extrakt von der Arakawa-negativen Milch sowohl als der Arakawa-positiven 
Milch und behandelte B,-avitaminotisch oder nicht B,-avitaminotisch ge- 
fiitterte Mause mit beiden Extrakten. Die B,-avitaminotische Tiergruppe, 
welcher der Extrakt der Arakawa-negativen Menschenmilch injiziert war, 
zeigte ein vergréssertes Herz, wahrend bei der mit dem Auszug der Arakawa- 
positiven Milch behandelten gleichfalls B,-avitaminotischen Tiergruppe 
eine Herzvergrésserung nicht nachgewiesen wurde. 

In der vorliegenden Abhandlung habe ich den eben erwahnten Versuch 
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2) Sh. Isono, Tohoku J. Exp. Med., 1939, 35, 335. 

3) M. Kasahara, R. Kawamura, S. Takasu, G. Nagatoya, H. Fujiiand S. Machi, 
Zika Zassi, 1935, No. 426, 1715. 

4) T. Taniguchi, Zika Zassi, 1935, No. 426, 1665. 

5) $. Sannomiya and T. Tomoi, Seiikai Zassi, 1936, 55, 2083. 

6) Sh.Hiraga, Tohoku J. Exp. Med., 205th Report of the Perioxidase Reaction, zu erscheinen 
in diesem J. 

* Oder Substanzen. 
7) A. Takamatsu, Tohoku J. Exp. Med., 1935, 27, 439. 
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wiederholt, wenn auch meine von der seinigen Methode etwas verschieden 
war. - 

Methode. 


1. Menschenmilch. Gebrauchte Menschenmilch war diejenige von 
beiden Gruppen—die normal oder stark Arakawa-positive Milch d. h. Milch 


der Reaktionsintensitat : (++)1’ (4+)2’ (4+)3’ (44+)4’ (44)5’ oder (++)1’ (4#)2” 


(++ )3’ (4+ )4’ (4)5’ und die Arakawa-negative Milch d. h. Milch der Reak- 
tionsintensitat : (—)1’ (—)2’ (—)3’ (—)4’ (—)5’.. Der Atherextrakt jeder 
Milchgruppe wurde bei meinem Experimente benutzt. 

2. Bereitung des Atherextraktes der Menschenmilch. 

Ein Exemplar Menschenmilch von 5 ccm wurde mit reinem* Ather von 
ca. 30 ccm behandelt. Dieses Verfahren wiederholte sich 3 mal. Die Ather- 
extrakte wurden in eine braune Flasche, Fig. 
die schon mit 5% iger Natrium-bisul- Atherextrakt in Natriumbisulfurosumlésung, 
furosum-Lésung gefiillt war, zusam- 
mengebracht. Davon wurden 3 Fla- 
schen bereitet: Eine Flasche fiir die 
Arakawa-positive Milchgruppe (Flasche 
Nr. 3) eine zweite (Flasche Nr. 2) fiir 
die schwach Arakawa-positive Milch- 
gtuppe (oder fiir die Milch der Zwi- 
schenreaktion) und die dritte (Flasche 
Nr. 1) fiir die Arakawa-negative Milch- 
gruppe. 

Die Flasche fiir die Arakawa-posi- 
tive Milchgruppe (Flasche Nr. 3) en- 
thielt 10 Exemplare oder Atherausziige 
von 10 Exetnplaren (von 10 Miittern). 
Die Flasche fiir die Milch der Zwischen- 
reaktion (Flasche Nr. 2) enthielt eben- 
falls diejenigen von 10 Exemplaren 
(=von 10 Miittern). Die Flasche fiir 
die Arakawa-naegtive Milch (Flasche 
Nr. 1) enthielt die von 13 Exemplaren 1. 2. 3. 4. 
(=von 13 Miittern.) In dem vor- 
liegenden Tierexperiment wurden die 
Flaschen fiir die Arakawa-positive und 





Arakawa-negative Gruppe 
Shwach Arakawa-positive Gruppe 
Arakawa-positive Gruppe 
Synthetisches Vitamin Ci 


PY Pps 


* —s. 205th Report of the Peroxidase Reaction. 
t Kein Aetherextrakt, sondern Vitamin C selbst in Natriumbisulfurosumlésung. 
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fiir die Arakawa-negative Milchgruppe gebraucht. 

Diese 3 Flaschen bewahrte man in einem kiihlen und dunklen Raum auf. 
In der Tat wurde eine vierte Flasche (Flasche Nr. 4) bereitet, die mit ebenfalls 
5% iger Natriumbisulfurosum-Lésung gefiillt war, in welcher aber kein 
Milchextrakt, sondern. synthetisches Vitamin C in einer Menge von 100 mg 
zugefiigt wurde. Alle diese 4 Flaschen je mit dem betreffenden Inhalt wur- 
den photographiert (s. Figur). Wie man in der Figur sieht, sind die 4 Fla- 
schen (deren Inhalt natiirlich) von einander in der Triibung sehr verschieden. 
(Aber blieben diese Flaschen stehen, wurde selbst Flasche Nr. 1 sehr klar mit 
Bodensatz natiirlich). Die Flasche (Nr. 1) fiir die Arakawa-negative Milch- 
gtuppe (oder besser der Inhalt) war sehr getriibt, die Flasche (Nr. 2) fiir die 
Milch der Zwischenreaktion ziemlich getriibt, wenn auch nicht so stark get- 
riibt wie Flasche Nr.1. Die Flasche (Nr. 3) fiir die Arakawa-positive Mensch- 
enmilch war fast nicht getriibt. Die Kontrollflasche (Nr. 4) war natiirlich 
ganz klar. Das Lichtbild wurde gleich nach dem Schiitteln der Flaschen 
genommen., 

Ich hatte erwartet, dass die Kontrollflasche klar blieb, aber ich hatte 
kaum erwartet, dass die Flasche (Nr. 3) fiir die Arakawa-positive Milch klar 
bleiben wiirde. Ich hatte erwartet, dass von den 3 Flaschen (die Kontro!]- 
flasche ausgenommen) die Flasche (Nr. 3) fiir die Arakawa-positive Milch 
am wenigsten getriibt sein kénnte. In der Tat aber kann man, wie jeder in 
der Figur sieht in der Flasche (Nt. 3) fast keine Triibung erkennen. 


Tierversuch. 


Der Tierversuch kam zur Ausfiihrung, um die Herzveranderung zu un- 
tersuchen. 10 ccm von jeder Lésung wurde mit ein wenig Natriumcarbonat 
versetzt und mit Ather extrahiert und verdampft. Der getrocknete Extrakt 
von 10 ccm Lésung (Flasche Nr. 3) fiir die Arakawa-positive Milch war 3 mg 
in Gewicht, und der jenige von 10 ccm der Lésung (Flasche Nr. 1) fiir die 
Arakawa-negative Milch wog 18 mg. Wie oben beschireben, enthielt Flasche 
Nr.3 Exemplare von 10 Miitteri und Flasche Nr. 1 enthielt Exemplare von 
13 Miittern. Die Proportion 3: 18 ist von der Proportion 10: 13 natiirlich 
sehr, sehr verschieden. 

Der oben erwahnte Umstand machtees notwendig, zweierlei Tierversuche 
mit den Extrakten vorzunehmen. Der eine Versuch bezweckte die Wirkung 
von ungefahr der gleichen Fliissigkeitsmenge zu priifen, weil Flasche Nr. 1 
und Flasche Nr. 3 je eine fast gleiche Zahl von Exemplaren* enthielten. Der 
andere Versuch bezweckte, die Wirkung der gleichen Menge jedes Extraktes 





* In der Tat enthielt Nr. 3 Flasche 10 Exemplare und Nr. 1 Flasche 13 Exemplare. 








112 Sh. Hiraga 


zu priifen. Die folgenden Reihen von Experimenten wurden versucht :— 
I-Reihe: Versuch mit gleicher Menge Lésung. 
IIJ-Réihe: Versuch mit gleicher Menge Substanz. 
III-Reihe: Kontrollversuch zu I und II. 
In der Tat wurden die folgenden 5 Experimente ausgefiihrt. Alle 
Mause wurden mit gewaschenem Reis—also B,-avitaminotisch gefiittert. 


_ Versuch der I-Reihe mit Gebrauch von gleicher Menge'Lisung. 

In dieser Reihe wurden je 0.2 ccm der wasserigen Lésungt taglich sub- 
cutan injiziert. Diese Lésung bereitete man wie folgt: Der verdampfte 
Atherextrakt wurde wieder in Wasser gelést und zur urspriinglichen Menge 
zuriickgebracht. Von dieser Lésung wurden je 0.2 ccm gebraucht. 

Gruppe 1. Arakawa-negative Milch-Gruppe. Die gebrauchte Lésung 
war vom Gehalte 0.18% Substanz. 0.2 ccm dienten, wie oben erwahnt, zur 
taglichen Injektion. 

Gruppe 2. Arakawa-positive Milch-Gruppe. Die gebrauchte Lésung 
war vom Gehalt 0.03% Substanz. 0.2 ccm dienten, wie oben erwahnt, zur 
taglichen Injektion. 


Versuch der II-Reihe mit Gebrauch von gleicher Menge Substanz. 

In dieser Reihe wurden ebenfalls je 0.2 ccm der wasserigen Lésung tiglich 
subcutan injiziert. Diese Lésung war von gleichgrossem Gehalt der Sub- 
stanz, d.h. 0.2% igen Substanz. 

Gruppe 3. Arakawa-negative Milch-Gruppe. 

Gruppe 4. Arakawa-positive Milch-Gruppe. 


Versuche der III-Reihe: 

Dieses Experiment war durch die Unterlassung der Injektion von otigen 
Versuchen verschieden. 

Gruppe 5. Kontrollversuch ohne Injektion. 

Ferner wurde ein weiterer Tierversuch in Gruppe 6 ausgefiihrt, von 
welcher erst spater gesprochen werden soll. (s. Resultat), 


Resultat. 


Bevor ich vom Resultat der obigen Versuchsreihen berichten werde, 
méchte ich gern von meiner Erwartung sprechen. Von dem Ergebnis der 
‘gesamten Gruppen hatte ich schon vorher gewusst, weil es, wie ich mir dachte, 
zu ahnlichem Resulfat wie bei Takamatsuschem Extperiment kommen 
wetde. Nur B,-avitaminotisch gefiitterte Tiere (Kontrollgruppe) wiirden 
fast keine Herzvergrésserung zeigen ! 





t Klare Lésung im Fall der Arakawa-positiven Milchgruppe ; getriibte Lésung im Fall der 
Arakawa-nagativen Milchgruppe. 
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Das Ergebnis der Gruppen 1 und 2 hatte ich so erwartet: Tiere der 
Gruppe 1 kénnten eine mehr oder weniger merkliche Herzvergrésserung 
zeigen, wahrend bei denjenigen der Gruppe 2 eine Herzvergrésserung kaum 
zutage treten kénnten, weil in Gruppe 1 eine 0.18% ige Lésung gebraucht 
wurde, wahrend man in Gruppe 2 nur eine 0.03% ige Lésung brauchte (s. 
Tabellen 1 und 2). . 

Tabelle 1. 


Gruppe 1. Tiere der Arakawa-negativen Milchgruppe, denen 
die 0.18% ige Lésung injiziert wurde. 


























Korpergewicht (gr) Uberleben Herz 
_ eee oa. i , . Proportion fir 
Mause aoe dem Ende des | Tage Tinto | Gewicht | j totes Korper- 
periment |Experimentes | (gr) gewicht 
Nr. 1 9.0 7.5 10 25. VI— 4. VII | 0.08 0.0106 
Nr.2 | 11.0 8.0 10 | 25.VI—4.VII| 0.09 0.0112 
Nr. 3 11.0 8.0 17 25. VI—11. VII | 0.06 0.0075 
Nr. 4 10.5 8.5 17 25. VI—11. VII | 0.08 0.0094 
Durchschnitt 10.4 8.0 13.5 0.078 0.0097 
Tabelle 2. 
Gruppe 2. Tiere der Arakawa-positiven Milchgruppe, denen 
die 0.03% ige Lésung injiziert wurde. 
K6rpergewicht (gr) Uberleben | Herz 
‘Gane | fea | "Bade des Gewicht | Proportion fur 
Experiment |Experimentes| Tage, Datum | (gr) —e 
Nr. 1 | 9.5 7.5 10* | 25.VI—4.VII! 0.05 0.0067 
Nr.2 | 120 8.0 10* | 25.VI—4.VII| 0.06 0.0075 
Nr. 3 | 9.0 8.0 17* 25. VI—11. VII | 0.05 0.0063 
Nr. 4 | 8.5 6.5 17* | 25.VI—11.VII | 0.03 0.0046 
Durchschnitt 9.7 75 13.5 0.048 0.0064 


* Absichtlich getétet (dem Totentag der Tiere der respectiven Gruppe entsprechend). 


Nun meine Erwartung der Ergebnisse der Gruppen 3 und 4 war folgende : 
Eine merkliche Herzvergrésserung hatte in beiden Gruppen stattfinden 
k6nnen, weil in beiden die gleichkonzentrierte 0.2% ige Lésung gebraucht 
wurden (s. Tabellen 3 und 4). 

Die oben erwahnte Erwartung war zum Teil richtig, aber zum Teil ganz 
irrig. 

Zuerst zu erwahnen ist, dass spontaner Tod nur bei den Tieren der 
Gruppe 1 (Arakawa-nagativer Milchgruppe) und der Gruppe 3 (wieder Ara- 
kawa-negativer Milchgruppe) eintrat ; kein einziges Tier blieb davon versch- 
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Tabelle 3. 


Gruppe 3. Tiere der Arakawa-negativen Milchgruppe, denen 
die 0.2% ige Lésung injiziert wurde. 





























adicace Korpergewicht (gr) | Uberleben Herz * 
fr. der - : 
Mause Vordem | Ende des | Gewicht Proportion fur 
Experiment Experimentes| Tage Datum | (gr) | a 
Nr.1 | 130 | 1145 | 1 | 19.VI—29. VI | 0.09 | 0.0078 
Nr.2 | 120 | me | @ | 19. VI—30. VI | 0.09 | 0.0082 
Ne. 3 | 12.0 9.0 17. | 19. VI— 5. VII | 0.10 0.0111 
Nr. 4 10.5 | 8.0 | 18 | 19. VI— 6. VII 0.08 | 0.0100 
Nr. 5 11.5 | 8.0 18 19. VI— 6. VII 0.09 0.0112 
Durchschnitt 11.8 9.5 15.2 0.09 0.0095 
Tabelle 4. 
Gruppe 4. Tiere der Arakawa-positiven Milchgruppe, denen 
die 0.2% ige Lésung injiziert wurde. 
me Kérpergewicht (gr) Uberleben Herz 
= 8 ——— a - 
Miuse | Vordem | Endedes | 7.5, Datum | Gewicht | te gh 
| Experiment Experimentes| | @) | lh - 
gewicht __ 
Nr. 1 13.0 11.5 | 11* | 19. VI—29. VI | 0.06 | 0.0052 
Nr. 2 12.0 11.5 | 12* | 19. VI—30.VI | 0.06 | 0.0052 
Nr. 3 10.0 95 | 17 | 19.VI—5.VIT} 0.05 | 0.0053 
Nr. 4 12.5 85 | 18* | 19. VI— 6. VII | 0.08 | 0.0094 
- Ne. 5 12.0 8.5 | 18* 19. VI— 6. VII | 0.07 | 0.0082 
Durchschnitt 11.9 9.9 15.2 0.064 0.0065 


* Absichtlich getétet (dem Totentag der Tiere der respectiven Gruppe entsprechend). 
ont. Dagegen litt kein einziges der Tiere der anderen Gruppen—der Gruppe 
2, der Gruppe 4 und der Gruppe 5—wahrend dieser Zeit am spontanen Tod. 
Also mussten diese Tiere getétet werden, um das Herz zu untersuchen. Als 
eins der zur Gruppe 1 oder zur Gruppe 3 gehGrigen Tiere starb, wurde ein 
Tier der entsprechenden Gruppe—der Gruppe 2 oder der Gruppe 4—getotet. 

Alle Kontrolltiere der Gruppe 5 wurden am 17. Tage getétet, weil das 
langste Uberleben der Tiere der Gruppe 1 17~18 Tage war. Von der Gruppe 
6 witd spater gesprochen werden. 

Resultat des Experimentes. Ich erwahne zuerst das Ergebnis der Gruppe 
1 (Arakawa-negativer Milchgruppe) und der Gruppe 2 (Arakawa-positiver 

-Milchgruppe). Die Tiere der Gruppe 1 zeigten immer einen schlechten 
Appetit und einen ziemlich merklichen Verlust an Ké6rpergewicht. Sie 
starben spontan innerhalb 10-17 Tage. Das Herz wog durchschnittlich 
0.078 gr; (dasjenige der Kontrollgruppe 0.06 gr). Das Herz: das letzte 











br 


ze. 





























Einfluss der Arakawa-positiven und -negativen Frauenmilch auf das Mauseherz 115 
Tabelle 5. 
Gruppe 5: Kontrollgruppe. 
K6érpergewicht (gr) Uberieben Herz 
Nr. der 7) Se a Pape. FOS 5 pe rtion fur 
° | ropo 
Miause ‘| Bp Vor dem A * Ende ~ Tage — Gewicht | letztes Kérper- 
Experimen perma FNpernanien eT eee = ee (st, Bre _gewicht _ 
Ne 1 | 140 | 120 | 11* | 19.vI-2.v1 | 0.06 | 0.0050 
Nr. 2 15.5 13.0 | 12* | 19.VI—3LVI | 007 | 0.0054 
Nr. 3 75 | 17* | 19.VI— 5. VII} 0.04 | 0.0054 
Nr. 4 11.5 8.0 18* 19. VI— 6. VII | 0.08 =| 0.0100 
| 
Nr. 5 11.5 p 18* 19. VI— 6. VII 0.05 0.0067 
Pomeione | 12.2 9.8 15.2 0.06 0.0061 


* Absichtlich getétet (dem Totentag der Tiere der respectiven Gruppe....Gruppe 3.... 
entsprechend). 


Tabelle 6. 


Gruppe 6. Tiere der Arakawa-negativen Milchgruppe, denen 
Vitamin B, in der Menge von 0.05 mg behandelt wurde. 





Kbrpergew icht (gr) Uberleben Herz 
Medeor |. — 


Proportion fur 


Gewicht 





coo i | sci 
Mause | Yor dem p Bide des. Tage | Datum | (gs) — r- 
Nr. 1 13.0 13.5 17* 25. VI—11. VII 0.09 0.0067 
Nr. 2 11.5 13.0 17* 25. VI—11. VU 0.08 0.0062 
Nr. 3 9.5 10.0 17* 25. VI—11. VII 0.06 0.0060 
Nr. 4 10.0 10.0 17* 25. VI—11. VII 0.07 0.0070 
Durchschnitt 11.0 11.6 17 0.075 0.0065 


* Absichtlich getétet. 


K6rpergewicht war durchschnittlich 0.0097 ; (die Proportion bei der Kon- 
trollgruppe war 0.0061) (s. Tabelle 1). Die Tiere der Gruppe 2 (Arakawa- 
positiver Milchgruppe) zeigten auch einen K6rpergewichtsverlust, aber der 
Appetit war nicht schlecht. Sie wurden alle absichtlich getétet. Das Herz 
wog durchschnittlich 0.048 gr (dasjenige der Kontrollgruppe 0.06 gr) und die 
Proportion—das Herz: das letzte Kérpergewicht—war 0.0064 (die Propor- 
tion bei der Kontrollgruppe 0.0061) (s. Tabelle 2). 

In der Gruppe I (Arakawa-negativer Milchgruppe) gingen alle Tiere zu 
Grunde, und bei den meisten Tieren wurde eine merkliche Herzvergrésserung 
gefunden, wahtend in der Gruppe 2 fast keine Herzvergrésserung vorkam. 

Jeder aber, der den Unterschied der Konzentration zwischen den ge- 
brauchten Lésungen gesehen hat, wird das Ergebnis als ganz natiirlich be- 
zeichnen, weil in Gruppe 1 eine 0.18% ige Lésung und in Gruppe 2 nur eine 
0.03% ige Lésung injiziert waren. Hatte man sich dagegen Lésungen . 
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gleicher Konzentration bedient, dann kénnte das Ergebnis das gleiche 
gewesen sein. 

Nun wurde bei Gruppe 3 und Gruppe 4 eine gleiche Menge derselben 
Konzentration—0.2%—gebraucht. Die Tiere der Gruppe 3 (Arakawa- 
negativer Milchgruppe) verloren den Appetit von Tag zu Tag, bis sie zu 
Grunde gingen. K6rpergewichtsverlust war merklich. Das Uberleben war 
11~18 Tage. Beiallen Tieren wurde eine sehr merkliche Herzvergrésserung 
gefunden ; das Herz wog durchschnittlich 0.09 gr (dasjenige der Kontroll- 
gruppe durchschnittlich 0.06 gr). Herz: das letzte K6rpergewicht war 0.0095 
(die Proportion bei der Kontrollgruppe 0.0061) (s. Tabelle 3). Bei den Tieren 
der Gruppe 4 (Arakawa-positiver Milchgruppe) wurde der Appetit nicht be- 
sonders schlecht, wenn auch ein Kérpergewichtsverlust eintrat. Si¢ wurden 
absichtlich getétet: am Todestag der entsprechenden Tiere in Gruppe 3. 
Fast keine Herzvergrésserung liess sich erkennen, wenn das Resultat der 
Kontrolltiere in Gruppe 5 beriicksichtigt wurde. Das Herz wog durchsch- 
nittlich 0.064 gr (dasjenige in Gruppe 3 0.06gr). Die Proportion—das Herz: 
das letzte K6rpergewicht—war 0.0065 (die Proportion bei Gruppe 5 0.0061) 
(s. Tabellen 4 und 5). 

Das Resultat in Gruppe 3 und Gruppe 4 iiberraschte mich ausserodent- 
lich ; in beiden Gruppen hatte man die gleiche Menge Lésung der gleichen 
Konzentration gebraucht. Doch darauf werde ich spater in der Epikrise zu 
sprechen kommen. 

Ich komme nun auf Tierversuch in Gruppe 2 zusprechen. Der Tierver- 
such in Gruppe 6 war derselbe in Gruppe 3 (Arakawa-negativer Milchgruppe). 
Also wurde eine betrachtliche Herzvergrésserung und ein mehr oder weniger 
friihzeitier spontaner Tod im voraus erwartet. Aber wir sind (wie ersicht- 
lich aus einer Anzahl dies beziiglicher Arbeiten aus diesem Laboratorium) 
davon iiberzeugt, dass Vitamin B, die giftige Arakawa-negative Milch neut- 
ralisieren kann. Daher behandelte ich die Tiere der Gruppe 6 mit taglicher 
Injektion von Vitamin B, und konnte erwarten, dass der Tod nicht so friih- 
zeitig wie Gruppe 3 eintreten werde, und dass das Herz wenigstens nicht so 
gross wie dasjenige der Tiere dieser Gruppe werden wiirde, oder dass es 
mdéglicherweise normal bleiben mége. Das Resultat in Gruppe 5 war wie 
man es erwartet hatte. All die Tiere mussten absichtlich getétet werden. 
Das Herz aber war nicht normal gross, sondern eine massige Vergrésscrung 
_ zeigte sich wenigstens bei den meisten, Tieren. Das Herz wog durchschnitt- 
lich 0.075 gr und die Proportion—das Herz : das letzte K6rpergewicht—war 
0.0065 (s. TakeJle 6). Die Menge des gebrauchten Vitamins war nicht gross 


genug. 
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Epikrise. 


In 1935 hatte Takamatsu” von unserem Laboratorium die merkwiir- 
dige Tatsache gezeigt, dass der Atherextrakt der Arakawa-negativen Men- 
schenmilch beim Versuchstier eine betrachtliche Herzvergrésserung hervor- 
rief. Er vermisste eine solche Wirkung bei der Arakawa-positiven Menschen- 
milch. Spater (in 1939) bewies Isono® von unserem Laboratorium, dass 
Vitamin C in der Menschenmilch in der Arakawa-negativen Milch zu einem 
grossen Teil kein Vitamin C, sondern nur die 2,6-dichlorphenolindophenol- 
reduzietende Substanz war (Cf. 119th Report of the Peroxidase Reaction). 

Jeder, der die Ergebnisse beider Autoren kennen gelernt hat, witd wahr- 
scheinlich vermuten, dass die herzvergréssernde Substanz in der Menschen- 
milch die vitamin C-artige Substanz selbst sein kénne. 

In einer meiner friiheren Arbeit habe ich bewiesen, dass det ,, Vitamin 
C*-Gehalt in der Arakawa-negativen Menschenmilch nach Atherbehandlung 
eine betrachtliche Abnahme zeigte. Nun aber, wenn ich mit einer Anzahl 
von Arakawa-positiven Milchexemplaren arbeitete, fand ich auch, dass auch 
der , Vitamin C‘-Gehalt der Arakawa-positiven Milch nach Atherbchandlung 
bei einem Teil der Fille eine merkliche Abnahme zeigten. 

Daher kam ich zu der natiirlichen Vermutung, dass die herzvergréssernde 
Substanz im allgemeinen in grésserer Menge in der Arakawa negativen Mut- 
termilch enthalten ist, ferner dass auch die Arakawa-positive Milch diese 
Substanz manchmal in merklicher Menge enthalten kann. 

Ich fand also zu meinen grossen Erstauen, dass die Tierversuche in 
Gruppe 3 und Gruppe 4, in welch beiden die g'eich Menge der in Frage kom- 
menden Substanz gebraucht waren, zu einem voneinander ganz verschiedenen 
Resultat kommen sollten, wahrend ich ein und dasselbe Ergebnis erwartet 
hatte. Der Atherextrakt der Arakawa-negativen Menschenmilch hatte das 
Herz vergréssert, wahrend durch denselben der Arakawa-positiven Men- 
schenmilch fast keine Herzvergrésserung entstanden war. 

Die eingangs erwahnte Durchsichtigkeit der Flasche Nr. 3 (Atakawa- 
Positive Milch) und der Tierversuch in Gruppe 4 hat mich nun auf eine noch 
nicht bekannte Tatsache hingewiesen, dass der ,, Vitamin C“* in der Menschen- 
milch wenigstens aus 3 Substanzen bestebt! 


Schluss. 


1. ,,Vitamin C‘‘ in der Menschenmilch besteht wenigstens aus 3 Sub- 
stanzen. Eine Substanz ist das Vitamin C selbst oder die Ascorbinsaure. 


8) Sh. Isono, Tohoku J. Exp. Med., 1939, 36, 590. 














118 Sh. Hiraga 


2. Die zweite Substanz ist, wie zum ersten Mal in unserem Laboratorium 
 gezeigt ist, eine atherlésliche Substanz in der Arakawa-negativen Menschen- 
milch. 

3. Die dritte Substanz ist zuerst in der vorliegenden Arkeit von mir 
gezeigt worden ;—eine atherlésliche Substanz in der Arakawa-positiven 
Menschenmilch. 

4. Die obengenannte zweite Substanz wirkt, wie Takamatsu es zum 
ersten Malin 1935 zeigte, herzvergrissernd. 

5. Die obengenannte dritte Substanz wirkt nicht herzvergrdssernd. 

6. Die zweite Subsianz—die herzvergréssernde Substanz—wird durch 
Vitamin B, an Wirkung neutralisiert. 


Diese Arbeit wurde durch die Ausgaben des Unterrichtsministeriums 
durchgefiihrt. Prof. Akira Sato. 




















Influence of Vitamin B on Atakawa’s Reaction and 
Diastase Content of Human Milk. 


175th Report of the Peroxidase Reaction. > 
(122nd Human Milk Study.) 
By 
Yadori Moriwaki. 
Mm #) 


(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
the Tohoku Imperial University, Sendai. 
Director: Prof. A. Sato. ) 





In a preceding paper” (Cf. 171st Report of the Peroxidase Reaction), I 
made an investigation into the relation between the Arakawa reaction and 
the diastase content of human milk, and found that the content of diastase is 
rich in the milk of an Arakawa-negative mother and poor in that of an Ara- 
kawa-positive case. And that the Arakawa-negative milk is the milk which 
is secreted from a B-avitaminotic body, is what has repeatedly been shown 
by a number of reports (Cf. Reports of the Peroxidase Reaction) from our 
Laboratory. Arakawa-positive* milk is generally a ‘‘ good” milk and Ara- 
kawa-negative milk generally a “‘ bad”’ milk. Of late, it has been shown by 
Arakawa”® (Cf. 160th Report of the Peroxidase Reaction) that the Arakawa- 
negative milk is generally of a smaller content in vitamin B, than the Arakawa- 


1) Y.Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., 1943, 46, 23. 

* Arakawa-positive may be used in two different senses. One of these is : Arakawa-positive 
in a biochemical sense. A sample of human milk is said to have become Arakawa-positive, when 
it becomes blue on the addition of Arakawa’s reagent. There it means that the sample is not 
negative to Arakawa’s reaction. Arakawa-positive in clinical sense: A sample of human milk 
is clinically Arakawa-positive only when it shows such a reaction as + or ++ in one minute of the 
addition of Arakawa’s reagent. Another sample of human milk may be Arakawa-positive in 
the first described sense, but yet clinically negative. A normal Arakawa-positive milk is of the 
intensity : (++)1’ (H+)2’ (H+)3’ (H4)4’ (H4)5’.. A strong Arakawa-positive milk is of the stronger 
intensity. 

2) Ts. Arakawa, Tohoku J. Exp. Med., 1942, 44, 122. 

3) Ts. Arakawa, to be published in a coming issue of this Journal. 
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positive milk and that (Cf. 188th Report of the Peroxidase Reaction) lactating 
women who secrete Arakawa-negative milk excrete a larger amount of pyruvic 
acid into their urine. So, it is indubitable that mothers with negative Ara- 
kawa’s reaction are generally more or less in a state of vitamin B, deficiency. 

From these points of view, it will follow that the diastase content of 
Arakawa-fiegative milk will decrease to normal on an administration of 
vitamin B, to the lactating mother with that milk. Constituents of human 
milk are generally larger or smaller in amount according to the intensity of 
Arakawa’s reaction, some being abundant in Arakawa-negative milk, others 
in Arakawa-positive milk. And if vitamin B, is administered to an Arakawa- 
negative mother, the constituents of het milk will begin to increase or decrease 
and come to the normal figure, which is seen in the milk of an Arakawa- 
positive mother. 

In the present paper, I want to report the influence of vitamin B* on 
Arakawa’s reaction and on diastase content of human milk. 


Method and Materials. 


I applied the micro method of my own® for the determination of diastase 
in human milk. 

Milk samples were obtained from mothers who visited our Dispensary, 
or who were admitted to our Department. To these lactating mothers, 
vitamin Bt preparation was administered subcutaneously or perorally. In 
some instances, yakriton, the detoxicating hormone of liver, was used in com- 
bination with vitamin B, because the hormone will, as has been shown by 
Chibaand Abe® Takamatsu® Kimura” and Orimo®, mobilize vitamin B 
in the body. 

The materials ideal for such an investigation were mothers with appa- 
rently healthy infants, who could thus be assumed not to be in anxiety as to 


Most part of this work as well as the device of the micro method for diastase (Y. Mori- 
waki Tohoku J. Exp. Med., 1943, 46, 19) was performed several yearsago. The publication has 
been postponed up to this day for other reasons. At that time pure crystalline vitamine B, pre- 
paration was not a commercial product, so B complex preparation was used in 4 cases (Case No. 4- 
No. 7). But in the other 5 cases (Case No. 8.—No. 12), which were of recent date, pure vitamin B, 
was used. 

Tt In4cases vitamin B complex preparation and in 5 cases vitamin B, were used. 

4) Y.Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med. (26th Report on Micro Method), 1943, 46, 19. 
5) M.Chibaand J. Abe, Zika Zassi, 1931, No. 377, 1431. 

6), A. Takamatsu, Tohoku J. Exp. Med., 1934, 23, 372. 

7) J.Kimura, Tohoku J. Exp. Med., 1936, 28, 55. 

8) R.Orimo, Tohoku J. Exp. Med., 1939, 35, 374. 
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their babies’ health, though it might be difficult* to exclude mastopathia 
emotionalis® (Cf. 137th Report of the Peroxidase Reaction). 


Result. 


Among all the 12 cases of my own investigation, no vitamin B prepara- 
tions were administered to the control group, the former 3 cases in Tables 1, 
2 and 3 (Cases No. 1~No. 3). The next 4 Cases (Cases No. 4~No. 7) were 
treated with vitamin B complex preparations with or without yakriton. To 
the last 5 cases (Cases No. 8~No. 12), pure crystalline vitamin B, was given 
with or without yakriton. 

1. Cases with no administration of vitamin B preparations. 


Case No. 1 (Cf. Table 1). 


TABLE 1. 


Case 1. Name of infant: T. Kaminisi, 3. 
Age of infant 13 months. 
Diagnosis of infant: Kidney tumor. 




















Arakawa’s reaction Diastase content 

No | Date Right Left Right sm Remarks 
an yvrxyvvy ovryy S| 

1 2X |sHe Hee tH eee! 375 45.6 y 
214, |+#H#H# HH + HoH HH 300 | 334 BS 
31 5, | Ha aa | + Ht ie a HH) | 276 «| «| (276 53 
4 ee 37.5 42.9 E 2 
5  @ HHHHHHIHHHHH H: 25.0 25.0 So 
6 &, |FHHHHH HHH | «(300 33.4 bas 
7| %, |HH# HHH) + HH) 300 34 1 
8 | 10, | + dit fh tt fh He | + He a He at tt 30.0 30.0 5s 
9) 1, |+HHH HH +H HH 334 33.4 ae 
10 12, |+HHHHHI +H ee HH 30.0 30.0 Z 


Neither a large fluctuation of diastase, nor of the intensity of Arakawa’s 
reaction was observed ; this was, I believe, quite natural. Only the diastase 
content shows rather a high value in spite of strong Arakawa’s reaction. 
This may perhaps be due to late milk; the infant was 13 months old. Ina 
preceding paper I” reported that the diastase is richer in late milk. 

Case No. 2 (Cf. Table 2). 

As is shown in Table 2, Arakawa’s reaction, which was strongly posit- 
ive at the beginning of admission, became weaker and weaker day by day as 


* Cf. Case 2 in page. 
9) H.Umemura, Tohoku J. Exp. Med., 1940, 39, 116. 
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TABLE 2. r 
Case 2. Name of infant: K. Abe, 6. c 
Age of infant 7 months. , 


Diagnosis: Bronchopneumonia (later complicated with empyema pleurac). 








Arakawa’s reaction Diastase content 4 
No. Date Right Left | Right | Lefe Remarks ¢ 
lovryevionveryes| | | c] t 
19.1X |-HHHHH|— HoH aH! 100 | 100 | ’ 
2 _ « —-+HHHH —-+HHH +H 9.4 | 10.0 | No vitamin B pre- 
3/2, -—-+HHHH/—-+HHHH) 100 | 10.7 | Caeiee oe - ’ 
4/22, |--+z2HH/—+HH#HH) 11.5 | 10.7 | mother 
51/23., |\-+HHHH|—HowEH! 115 | 107 
6|%, |\--++++|—HHHHH! 150 | 115 
7 |25., |—- tt+l/—-+H#H HH) 200 | 150 | 
8 | 2. » —-—-—+ hos #++¢++ 25.0 | 20.0 Baby became worse. 
5 |v. = Soe i ae as a, acl a 27.6 | 18.8 | (Empyema pleurac) 


the condition of the infant became worse. This change of Arakawa’s re- 
action was perhaps due to the anxiety of the mother about an exacerbation of 
her infant’s condition. ‘‘ The influence of emotion of lactating mothers upon 
Arakawa’s reaction ” is what was already reported by Umemura® (Cf. 
137th Report of the Peroxidase Reaction) from our Laboratory. 

In this case diastase content increased as Arakawa’s reaction became 
worse. 


Case No. 3 (Cf. Table 3). 


TABLE 3. , 


Case 3. Name of infant: Suzuki, 6. 
Age of infant 14 months. 
Diagnosis: Empyema pleurae. 





Atakawa’s reaction |  Diastase content 


a pineneseennenenennieniensnn 


| 
| 
| Remarks 





No. Right Left | Right Left 
_jeovrrxvyevioveyeys| | _ 

1 +H#H#HHH -t+HHH) 150 | 250 | 

2/e+ He eHeletetHe! 25 | 215 | No vitamin B_pre- 
3 tHHHH tHHH H 4! 18.8 | 20.0 parations were given. 
4 th ae a | ee ea a aH | | | 

5 | Hh oe at He He at | He He Ht de a HH | 2S | 0S | 
6\/H#HHHHH HHHHHH! #136 | 215 
7T\/+HHHHH HHH, 188 | 200 | 


On the right side of the breast, Arakawa’s reaction was almost con- 
stant except for a slight weakening on the second and the third day of experi- 











j- 


1c 


_ BP Fe, 











Influence of Vitamin B on Arakawa’s Reaction and Milk Diastase 


123 


ment, while diastase shows a slight increase at the secend, third and fifth 
day. The milk from the left breast showed a gradual decrease with a gradual 
improvement of A rakawa’s reaction. 

From these 3 cases we learn that milk diastase and Arakawa’s reaction 
are closely related with each other and that, if Arakawa’s reaction shows a 
constant intensity, diastase is almost constant, though subject to daily fluctua- 
tion and that, if Arakawa’s reaction changes its intensity, diastase content 
will changes also its value. 

2. Cases in which vitamin B complex preparations were administered 
with or without yakriton. 


Case No. 4 (Cf. Table 4). 


TABLE 4. 
Case 4. Name of infant: Hayasaka, 3. 
Age of infant 49 days. 
Diagnosis: Infantile beriberi. 





Arakawa’s reaction | Diastase content | 

a ~-— a | cs 7 = Remarks 

—— ch | Right Left | 

evryvvieovrve¢y) | jf. 

! - —| 45.1 | 50.0 | From the day of ad- 
> ee — | mission vitamin B 
<itiel 308 complex* was daily 
3 | - —|, 37.5 | 33.4 injected subcutane- 
4 | ones i sae ie } | ously to the mother. 
s|-2£+HHeH/—2+H HH! 200 | 250 | 
6|/He# eee H| tt Hee] 234 | 250 
7 | He He He de | +H a Hh HE a | 200 | 
S\+ Hee +H He HH! 300 | 300 | 
eee 13.6 | 136 | 
10 | 44 Hh He ae aR He | tt Hh a tH | | 
11 | ah ae a a aH eo a 


* Oryzanin fort. 2 c.c. 


_ This case was a relatively typical infantile beriberi with complaints of 
hoarse voice, vomiting, pale face, bad sleep and frequent yawn. Besides these, 
accentuation of the pulmonic second sound, cyanosis of lips, and oedema on 
the legs were observed. At first, Arakawa’s reaction was completely negat- 
ive on both sides of the breast. From the day of admission on vitamin B* 
complex preparation was injected daily subcutaneously to mother and infant. 
Subsquently, Arakawa’s reaction began to improve its intensity, until it 





* Oryzanin fort. (vitamin B complex preparation Sankyo) 2 c.c. for the mother ; 1 c.c. for 
the infant daily. 
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showed a very strong reaction on both sides of the breast. The diastase con- 
tent of the milk from both sides of the breast decreased markedly in accordance 
with the improvement of Arakawa’s reaction. Interesting is that, from the 
3rd day of experiment, diastase decreased antecedent to the improvement of 
Arakawa’s reaction. 
Case No. 5 (Cf. Table 5). 
TABLE 5. 
Case 5. Name of infant: H. Hashimoto, ¢. 


Age of infant 7 months. 
Diagnosis: Dyspepsia+bronchopneumonia. 











Arakawa’s reaction Diastase content 
No. | Right Left | Right om | Remarks 
eh A OD De yvexyeys| 2: ii oe 
ge eres 25.0 21.5 | 
2|-- —-+|-—-—--—g/| 5 23.1 
. ee ee ee oe 25.0 21.5 From 3rd day vitamin 
2. es oe ee ee oS ee 21.5 he so ghanomapt 
i —~-—-/—-HH#EH HH 23.1 16.6 daily. 
6|/------|+eeane0| 21 12.2 
7)/----224/)-H## HH] 231 18.8 








* Oryzanin fort. 1 c.c. 


Arakawa’s reaction was completely negative on both sides of the 
breast. From the 3rd day of admission vitamin B* and 1/2 R.A.U.it of 
yakriton were daily injected subcutaneously to the mother. Arakawa’s re- 
action of the right breast remained completely negative except for the last 
day? of experiment in spite of vitamin B administration. But diastase showed 
an inclination to gradual decrease, though the decrease is small, antecedent to 
the improvement of Arakawa’s reaction. In the milk from the left breast, 
on the contrary, a decrease of diastase and an improvement of Arakawa’s 
reaction were rather remarkable. 

Case No. 6 (Cf. Table 6). 

After the admission of infant, Arakawa’s reaction of mother’s milk be- 
came weaker and weaker day by day. So, from the 6th day of admission on, 
subcutaneous injection of vitamin B!! was tried. From the next day of injec- 
tion, Arakawa’s reaction began to improve. Diastase, which had an in- 


* Oryzanin fort. 1c.c. daily. 
tt R.A. U.=Rabbit-Ammonia-Unit. 
§ Ifthe case had been further observed longer, the reaciton of this side would probably have 
become better and better. 
|| Paranutrin Shionogi, 6 c.c. were injected to the mother daily. 
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TABLE 6. 
Case 6. Name of infant: K.Sato, 6. 
Age of infant 17 months. 
Diagnosis: Acute dyspepsia. 














| Arakawa’s reaction | Diastase content 
| | | 
No. Date ’ wai eo ‘Saees ee Remarks 
| | Right Left | Right | Left | 
feel I79vryvyionvrvryvs if 
1 4.1X zettHh | + + + tt Ht Ht 
2/5, |++HHHH|—+4+4+44+ 
3 |6, |—--+++4+/----+2 20.0 21.5 
4|/7%, |--2z+++/----+2 
5/8. j/--#2£+++/------] 176 | 300 
Se ee Se oe 45.0 42.9 | From 6th day, vita- 
; e min B* was daily in- 
7 | 10. , |—--—--—-+z++] --+t+t+T 23.1 25.0 jected subcutaneous- 
8 11., jt +H + ++Hi HH 18.8 17.1 ly to mother. 
9/12, |+H#H HHH tHe) 122 ~] «11.1 
10 |13,, |-t++4++/2+H HHH, 188 | 122 





* Paranutrin (Shionogi) (a vitamin B complex preparation) 6 c.c. used daily. 
clination to increase in its value before vitamin B administration, decreased re- 
markably on both sides of the breast after vitamin B was injected. 

Case No. 7 (Cf. Table 7). 

After the admission, Arakawa’s reaction began to become weaker. 
From the 5th day, vitamin B* was administered to the mother subcutaneously 
and perorally. From the 8th day on, 1/2 R.A.U. of yakriton was injected be- 
sides vitamin B administration. Arakawa’s reaction showed a rapid im- 
provement, but in spite of the administration, the decrease of diastase was not 
so remarkable. After yakriton was used with vitamin B, diastase decreased 
markedly. 

3. Cases in which pure crystalline vitamin B, was used with or without 
yakriton. 

Case No. 8 (Cf. Table 8). 

From the next day of admission, vitamin B, was injected subcutaneously 
in the amount of 1‘mgrm. 4 times, in the amount of 2 mgrms. 3 times, and 
in the amount of 5 mgrms. once, making the total amount of 15 mgrms. The 
Arakawa’s reaction became weakly positive after the vitamin administra- 
tion. Diastase which had a highest value on the 3rd day of experiment, began 
to decrease on the 5th day of experiment. But on the right side of the breast, 
it ceased to show a further decrease from the 6th day, while, on the leftside 
diastase content continued to show an, inclination to decrease. 


*  Oryzanin fort. 1 c.c. daily for injection and Liq. beriberol 30 c.c. perorally. 








Case 7. 
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TABLE 7. 
I. Kawamura, 6. 


Age of infant 7 months. 


Diagnosis : 


Acute dyspepsia. 











Arakawa’s reaction 


Diastase content | 
| | 





























No. | Date : : | Remarks 
| Right Left | Right | Left 
| {|¢r7v¢r7icrzrT7v¢F a a 
1] 1X (+ ata | + | 15.8 | 142 | 
2,2, |\-FHHHH/|+FHHHHH 
3 35 |—-eztttetl/—+tHHHH! 215 18.8 
= 
‘ 45 |--——ett|—-ft++HH] 250 20.0 l From the 5th day on 
5 5. , |j-—--—--—-— ty—-—-—-+t4+++ 18.8 22.5—)4 vitamin B* admini- 
| stration daily to 
6 62 [-t++tHHH|—+HHHH) 23.1 23.1 | mother subcutane- 
7 oo | -FHHHH!— +H HY 215 21.5 ously and perorally. 
8 & , (PHHHHHI EHH H | From the 8th day on 
Ly : | 4 R.A.U. yakriton 
9 ee was injected besides 
10 10. , |\tHHHHHI tHe in tt 15.0 14.2 vitamin B. 
11 {/11., |\FHHHHRH/ THR 12.2 10.0 
12 |}12, |HHHHHH/+HHHHH 
13/13. , |FHHHHH/EHHHHH] 122 13.6 
14 14. » + Hh Ht th Ht HH | EH OH OH OH tH 11.5 10.0 
* Oryzanin fort 1 c.c. forsinjection. Lig. beriberol 30 c.c. for peroral administration. 
; 
TABLE 8. 
Case 8. Name of infant: Y.Hamamoto, 3. 
Age of infant 63 days. Age of mother 30 years. 
Diagnosis: B-avitaminotic dyspepsia+bronchopneumonia. 
Arakawa’s reaction | Diastase content 
No Date . oe ae ‘Remarks 
Right Left | Right Left’ | 
TVA 7FVFiC rey FT} 
1 | 11.XI1};-—--—-+4a++/———+4+2+/ 27.2 | 23.0 
2 2 eee ee se # | Vitamin B, 1 mgrm. 
3/13, |,------ —-——-—-—-—| 300 | 300 4 _ 
4/14, |------ —-=—-22+ +] ‘i ie 
5§ /15., |—-+tHHHHI—-2+H4H44| 214 18.8 -_ 
6 | 16. , ~—++HHH/-+HHHE! 21.4 | 16.7 2 mgrms. 
| ! 
ei 17. » —-+tHHHHH -—-HHHHEH!) 21.4 | 15.0 - 5 - 
8/18, |\-t++HH|-—++HH 21.4 | 15.0 ; i 
9 }1., |\—-t+E+HHH/ -—HHDPHH 21.4 | 16.7 ” oa 
10 |2., |\-+++HH —tHHHH 20.0 | 16.7 
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Case No. 9 (Cf. Table 9). 
TABLE 9. 
Case 9. Name of infant: K. Kaneko, 92. 
Age of infant 47 days. Age of mother 23 years. 
Diagnosis: Infantile beriberi. 








| Arakawa’s reaction | Diastase content | 
—— a a } 
No. | Date | ' Remarks 
Right Left | Right Left | 
ee ee ae eM a ee Bute. 
1 5.11 ---—-#z+z+—-—-—-+2+2+| 42.9 50.0 
2 6, |\---—---- —-—-—-—-+2 50.0 50.0 | From 6. III vitamin 
ad = B, 1 mgrm. was 
S|} 2s ——t++/—2e+++) 5S | BO | sine inteceed. 
4/'10., |—-t22z+++/-—-—--—-+2+]! 167 42.9 
5 15. , -—-+t+tHHH —-24z24¢4++4+ 25.0 42.9 | From 14. III. 1 R.A.U. 
5 ee . | of yakriton was in- 
6/2, (-++H HH) —teEt+++) 250 | 400 | vcd besides vita- 
7{|%6 2 | teHHwewH)——-—-—-+t2| 150 40.0 min B, 


In this case, the estimation of diastase and the examination of Arakawa’s 
reaction were performed not daily, because the patient was an out-patient, 
but vitamin B, was administered almost daily in the amount of 1 mgrm. as 
often as 19 times and 1 R.A.U. of yakriton was injected subcutaneously 11 
times. Arakawa’s reaction improved on both sides of the breast though 
the improvement was less remarkable on the left side. Diastase also decreased 
much less remarkably on the left side, though an inclination to decrease of the 


enzyme was seen on that side. 
Case No. 10 (Cf. Table 10). 


TABLE 10. 
Case 10. Name of infant: M. Sugawara. 
Age of infant 17 days.. Age of mother 24 years. 
Diagnosis: Infantile beriberi. 














| | Arakawa’s reaction Diastase content | 
No. | Date . 7 ai Rar Remarks 
Right Left Right Left | 
= by | 0’ 1 2 3 4 i we 4 it A ek | ma 
1|/3.V |-+H#HHH/—-—44+4++4] 167 | 25.0 
F , | Vitamin B, 1 mgrm. 
2|3. 5 |-+HHHH)/—-—e++4| 167 | 234 (Vitamin By 1 mer 
| 7 rs | Vitamin B, 2 mgrms, 
3 | 2.VI;—-+HHHH!)—-++++H)| 188 | 30.0 [yakriton 1'R.A.C. 
4/3, -#HHHH|—++H Ha] 167 | 231 | ; 
| 
514, |\z+HeeH —4t2+4+H] oe 30.0 ; " 
6|/5, |\-+HthH —+HoHH! 115 | 214] , ; 


In this case, from the beginning of experiment vitamin B, and yakriton 
were used simultaneously. The whole amount used of vitamin B, was 9 
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mgrms. In this case Arakawa’s reaction improved on both sides of the 
breast but on the left side rather reluctantly. The decrease of diastase was 
rather reluctant on this side, though an inclination of it was seen. Further 
observation of the case was interrupted for other reasons. If I had been able 
to continue the experiment further, the case would have shown a better 
result. 


Case No. 11 (Cf. Table 11). 


TABLE 11. 
Case 11. Name of infant: N. Abe, 2. 
Age of infant 41 days. Age of mother 28 years. 
Diagnosis: Dyspepsia. 


























Arakawa’s reaction Diastase content | 
| 
No. Date . =a : Pes (ee Remarks 
Right Left | Right | Left | 
- yvvryyrviovryy F| | F _ 
1 {2.x |—---—---- | ie in an ae ae, 25.0 | 21.4 | 
2 (2, |\---44++4/—-—-—+++/ 125 | 167 | From 28. X vitamin 
| | B, 1 mgrm. and } 
3 | 31.5 |—-—-—-—-+2+/-—--—-—-+2+2,| 100 | 10.0 | R.A.U. of yakriton 
4); 2xXI|;—---—--—-+z+2 ‘allandadbaadteiian 94 | 9.4 were injected every 
hk ea ee ee le se ae thet dah ak 10.7 | 11.5 | other day. 
2. oo | 107 | 94 | 
2 ae eee | +| 94 | 94 
| | | 
8 }14, |---—--—-++/----- +| 107 | 13.6 | 
a ee oo 0 ee 2} 9s | 
M1. lene we j------ 75 | 75 | 


As this case was not admitted into our Department, vitamin B, adminis- 
tration was performed only occasionally. From October 28th (the second day 
of observation) 1 mgrm. of vitamin B, and 1/2 R.A.U. of yakriton were in- 
jected to the mother every other day. The whole amount of vitamin B, used 
was 14mgrms, during about one month. Arakawa’s reaction remained 
almost completely negative with only a slightest fluctuation. during the whole 
course of experiment. Such a course is often seen in a case of syphilis. The 
family history was of no account in that patient and unfortunately I had no 
opportunity to test syphilis. On the other hand, diastase, which was of high 
content on the first day of observation, decreased spontaneously relative re- 
markably with a slight improvement of Arakawa’s reaction on October 28th 
on, the second day of experiment. On that day, an administration of vitamin 
B, and yakriton to the mother were begun, as above mentioned. But, the 
diastase, which showd a slight decrease on the 3rd day of the experiment, 
ceased to show any further dectease until November, 14th. Then, I had no 
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opportunity to examine the diastase content, though she received vitamin B, 
administration as before. About two weeks later, when I determined the 
diastase content of the milk on November, 26th and 28th, the enzyme de- 
creased to a much lower value on both sides of the breast in spite of the fact 
that Arakawa’s reaction remained still almost completely negative. 


Case No. 12 (Cf. Table 12). 


TABLE 12, 
Case 12. H.Namai: ¢. 
Age of infant 2 months. Age of mother 34 years. 
Diagnosis: Infantile beriberi. 





| 














Arakawa’s reaction | Diastase content 
No. | Date | eo el aa Remarks 
| Right Left | Right Left 
vovaryvyrvrviovvwry 4 S| 
a RABAAAALSSE AS — oa —— 
1 | SX j}/-~—--+2+/---—--#2# alll 20.0 | 
$1 @ « jha~egal- 024464! Mt i. | From 6. XI. vitamin 
| B, 1 mgrm. and } 
3 14, )/--—-++HH/)—-—-—-+HHH 8.8 8.3 | R.A.U. of yakriton 
were daily injected 
4 1% , }—-—-—-—-++]/-—--—-+++H 9.4 | 8.3 | except 10. XI and 
| } 17. XL 





In this cise, vitamin B, and yakriton were injected to the mother from 
the next day of observation daily except on Sunday (November, 10th and 
17th). The whole amount used of vitamin B was 13 mgrms. The examina- 
tion of Arakawa’s reaction and the estimationof diastase were performed on 
only 4 occasions. Diastase content decreased with the improvement of 
Arakawa’s reaction. 


Comment. 


From the results above described it will be distinctly seen that the diastase 
content and the Arakawa reaction of human milk are closely related to each 
other, and that, by a subcutaneous or peroral administration of vitamin B, 
to mothers with milk negative to Arakawa’s reaction, the diastase content 
of their milk will decrease. Further, we learn that the combined use of yakri- 
ton, the detoxicating hormone of liver, with vitamin B is effective for the im- 
provement of Arakawa’s reaction and for the decrease of diastase in human 
milk, 

Now, I want to enter into some details of my experiment. 

1. Daily variation of the diastase content (Cf. Tables 1,2 and 3). Daily 
variation of milk diastase is not large. Diastase shows, though it shows 
slight fluctuations occasionally, almost a constant figure, as far as Arakawa’s 
reaction remains unchanged, and diastase decreases or increases its value 
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accotding to the improvement or weakening of the intensity of the Ara- 
kawa reaction. According to Umemura’s report, emotion of mothers 
is one of the factors exerting certain influence on Arakawa’s reaction. For 
example, the anxiety of mothers about their sick babies can influence Ara- 
kawa’s reaction: Arakawa’s reaction tends to become weaker in intensity. 
This is an every day observation of pediatricians with much experience of 
Arakawa’s reaction. Case No. 2 is an example of such a case, as briefly 
touched in a preceding page, Arakawa’s reaction, though very strong at the 
beginning of admission, tended to become weaker and weaker, until it came 
to show almost completely negative reaction, as her baby’s condition became 
worse and worse. The baby, admitted under the diagnosis of bronchopneu- 
monia, did not show a sign of recovery, but began to be complicated with 
pleural empyema. Its conditon became very serious and the anxiety of the 
mother was apparently great. Diastase content of milk increased markedly 
with the weakening of Arakawa’s reaction due to mastopathia emotionalis. 

2. Influence of vitamin B, on the diastase content and the Arakawa 
reaction. (Cf. Table 4~12). 

As is seen from my result, in almost all of the cases, I was able to see a 
distinct influence of vitamin B, (be the preparation used a complex or a crys- 
talline vitamin) on the diastase content of human milk with negative Ara- 
kawa’s reaction. And, as is seen from the result in the cases with the use of 
crystalline vitamin B, alorie, the effect of vitamin B complex preparation will 
be attributed to the action of vitamin B, itself. It is thus vitamin B, that has 
a decreasing* influence on the diastase content of human milk. 

But if we see into the details of the result, there are several degrees of the 


* Toavoid misunderstanding, I will give here explain the word “ decrease ”’. 
paper, I stated frequently to the effect that the use of vitamin B, “ decreased ”’ the diastase content 
of human milk. The words, “‘ to decrease ”’ mean in the present paper to «decrease to normal value 
of diastase which every mother in healthy condition (not in state of B,-avitaminosis, pregnancy, 
menstruation, syphilis and so on) ought to be of. As is shown in the preceding paper of mine (Cf. 
171st Report of the Peroxidase Reaction), each mother has her own figure of diastase content even 
in Arakawa-positive group, or milk diastase is different even among Arakawa-positive mothers, 
though it is general rule that diastase content changes ist value according to the intensity of Ara- 
kawa’s reaction. On the other hand, diastase fluctuates according to the period of lactation. Case 
No. 1 keeps higher diastase content in spite of strong Arakawa’s reaction of milk probably because 
it is a late milk. The high value of diastase is not due to mother’s B,-deficiency and is probably a 
normal value for that mother in that period. On the contrary, Case No. 10 showed a relatively low 
value in spite of negative Arakawa’s reaction. Onan administration of vitamin B, to the mother 
in this case, diastase decreased to a value as low as 7.5. Here, 7.5 is highly probably the normal 
diastase value for this mother. By further administration of vitamin B, to the mother, one can 
never expect further decrease of diastase content. Thus, the word, “to decrease ’’ means “ to 
decrease to the normal value or to attain it ” and not “‘ to decrease to value lower and lower.” 


In the present 
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influence of vitamin B on the milk diastase. Presumably, it may be due to the 
correlations which exist among several factors such as the amount of used 
vitamin B,, the degree of the a- or hypovitaminosis of the lactating mother, 
the liver function, emotion of the mother and some other unknown factors. 
On both sides of the breast of Case No. 7 and on the left side of Case No. 9, 
‘only a slight effect was observed by vitamin B administration alone until 
yakriton was used (as to the effect of yakriton see below). In Case No. 8, 
Arakawa’s reaction, which was very weak at the beginning of experiment, 
began to improve very soon by vitamin B administration, but the later im- 
provement was not conspicuous, the reaction being far from attaining such 
as (#+)1’t. Diastase of the milk also began to.show, after an initial slight in- 
crease, a decrease by vitamin B, administration, but later remained on almost 
the same level. Our daily experience with Arakawa’s reaction tells us that 
in such a case we may use a still larger amount of vitamin B,, or use yakriton 
in combination with the vitamin, the amount of this remaining the same as 
before. In the latter case it is conceivable that the liver is not efficacious 
enough to mobilize the given vitamin to full extent due to its insufficiency. 
In Case 11, diastase decreased for the first time after a relatively long use of 
vitamin B, and yakriton. In such a case, if the period of observation were 
too short, one might obtain the impression that vitamin B, had no mfluence 
on human milk diastase. On both sides of the breast of Case No. 4 and on 
the tight side of Case No. 5, diastase decreased antecedent to the improvement 
of Arakawa’s reaction on vitamin B administration. Such an antecedence 
was observed by a number of workers?* of our Laboratory, who studied the 
influence of vitamin B,on Arakawa’s reaction and on different constituents 
of human milk. . 

According to Sato’s™ hypothesis, at the beginning of avitaminosis B,, 
Arakawa’s reaction and some elements in the milk or urine may possibly 
show an apparent non-avitaminotic condition. Thenatthe beginning of the 
administration of vitamin B, to an Arakawa-negative mother, Arakawa’sre- 
action may become weaker instead of stronger and some chemical constituents 
in the milk increase or decrease, when it ought to decrease or increase respect- 
ively.—so states Sato. In the majority of my cases, such did not occur dis- 
tinctly, but in Cases No. 7, No. 8 and No. 10, one can see such an inclination 


t+ Arakawa’s reaction of the intensity (++) after 1 minute. 
10) A. Takamatsu, Tohoku J. Exp. Med., 1934, 23, 46. 
11) Ky. Yoshino, Tohoku J. Exp. Med., 1938, 33, 576. 
12) R.Orimo, Tohoku J. Exp. Med., 1939, 35, 48. 
13) Ky. Shoda, Tohoku J. Exp. Med., 1941, 39, 589. 
Sh. Sato, Tohoku J. Exp. Med., 1940, 38, 199. 
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in the diastase content, though this was not remarkable except for Case No. 8, 
in which the initial increase of diastase (on December 13th) was relatively 
remarkable. 

3. Effect of yakriton, the detoxicating hormone of the liver, on the 
diastase content of human milk. 

In Cases No. 5, No. 10 No. 11, and No. 12, yakriton was injected sub- 
cutaneously besides vitamin B, and I could observe a certain effect of it to 
decrease the diastase content which was high in value before the injection. 
Interesting are Cases No.7 and No.9. In these cases, the influence of vitamin 
B on the diastase content of milk was not remarkable, though it showed an 
inclination to decrease the diastase content. But after yakriton was used be- 
sides vitamin B,, a distinct decrease of the enzyme occurred. It was shown 
by Chiba and Abe®, Takamatsu®, Kimura” Yoshino™, and Orimo® 
that yakriton will mobilize vitamin Bin the body. ‘‘ Mobilizing vitamin B ”, 
may well be taken to mean that yakriton acted to improve the state of liver 
insufficiency due to chronic B-avitaminosis, thus. leading to a better potency 
of vitamin B,. Moreover, yakriton has a good influence on the secretion of 
milk as Asakura™ states. According to Yanagawa?” (Cf. 148th Report 
of the Peroxidase Reaction), the secretion of milk of the mothers with negative 
ArakaWa’s reaction is somewhat poorer in the amount as compared with 
the mothers with positive Arakawa’s reaction. If we take these reports into 
consideration, it will be very natural that yakriton has good result on the 
diastase content of milk as well as on the Arakawa reaction. 

From my preceding paper”, it is clear that the diastase-poor human milk 
is generally a “‘ good” milk.” Now human milk positive to Arakawa’s re- 
action is generally diastase-poor, and Arakawa-negative milk is diastase-rich. 
This is what have I shown in my preceding paper”. Arakawa-negative milk 
is generally a milk from a B-avitaminotic mother, however healthy she may 
appear. An administration of vitamin B, (and yakriton) to such a mother 
will bring about, as is shown in the present paper of mine, a decrease* of her 
milk diastase to a normal value. From this point of view, human milk posi- 
tive to Arakawa’s reaction is generally a “‘good”’ milk, and Arakawa-negat- 
ive milk is generally a “ bad ” milk. 


Conclusion. 


As was shown in my preceding paper, human milk positive to Arakawa’s 





15) Ky. Yoshino, Tohoku J. Exp. Med., 1938, 33, 576. 

16) K. Asakura, Zika Zassi, 1931, No. 377, 1427. 

17) S. Yanagawa, Tohoku J. Exp. Med., 1941, 40, 236. 
* Cf. the foot note of a foregoing page (p. 130). 











Influence of Vitamin B on Arakawa’s Reaction and Milk Diastase 133 


reaction is poor in diastase content, while Arakawa-negative human milk is 
generally rich in it. Vitamin B,, administered to a lactating mother with 
Arakawa-negative milk, will make her milk poorer in diastase content, ante- 
cedent to the improvement of her Arakawa’s reaction ot simultaneously 
with it. The vitamin B, mobilizing effect of yakriton was also seen in the 
present experiment. : 


This investigation was carried out by a grant from the Science Research Fund 
of the Education Department. Prof. Akira Sato. 











Fat Content of Human Milk and Arakawa’s Reaction. 


176th Report of the Peroxidase Reaction, 
(123rd Human Milk Study.) 


By 


Yadori Moriwaki. 
F Mm k) 
(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 


the Tohoku Imperial University, Sendai. 
Director : Prof. A. Sato.) 


Introducticn. 


In the serial repotts of the peroxidase reaction (Cf. Reports of the Peroxi- 
dase Reaction) and of human milk study which have appeared in this Journal, 
it has been repeatedly shown by a number of investigators from our Labora- 
tory that Arakawa-negative milk is human milk which is secreted from a_B- 
avitaminotic* body, that the Arakawa-positivet milk is in general a “‘ good ” 
milk and that Arakawa-negative milk is generally a “‘ bad ” one ; and further 
that many chemical constituents of human milk vary their amount according 
to the intensity of Arakawa’s reaction. Recently Arakawa (Cf. 160th” 
and 188th? Reports of the Peroxidase Reaction) has shown that vitamin B, 
content of human milk is actually poorer in Arakawa-negative cases than in 
Arakawa-positive cases and that the mothers with negative Arakawa’s re- 


* 8B, is meant throughout the article. 

+ Arakawa-positive may be used in two different senses. One of these is : Arakawa-positive 
in a biochemical sense. A sample of human milk is said to have become Arakawa-positive, when it 
becomes blue on the addition of Arakawa’s reagent. Here it means that the sample is not negative 
to Arakawa’s reaction. The other of these two senses is : Arakawa-positive in a clinical sense. A 
sample of human milk is clinically Arakawa-piositive only when it shows such a reaction as } or 
++ in one minute of the addition of Arakawa’s reagent. Another sample of human milk may be 
Arakawa-positive in the first described sense, but yet clinically negative. A normal Arakawa- 
positive milk is of the intensity : (++)1’ (4+)2’ (+)3’ (H4)4’ (#4)5’.. Astrong Arakawa-positive milk 
is of the stronger intensity. 

1) Ts. Arakawa, Tohoku J. Exp. Med., 1942, 44, 122. 

2) Ts. Arakawa, to appear in a coming issue of the Journal. 
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action excrete larger amount of pyruvic acid into their urine than Arakawa- 
positive mothers do. 

On the other hand, in the course of humn milk study in connexion with 
Arakawa’s reaction, it seemed to me to be often the case that the separated 
cream layer by skimming milk samples was rather ‘‘ thick ” in Arakawa-nega- 
tive cases and was “‘ thin” in Arakawa-positive cases. It also attracted my 
attention frequently that Arakawa-negative milk was of more yellowish nuance 
than Arakawa-positive milk. So I began to think that Arakawa-negative 
milk might possibly contain a larger amount of fat than Arakawa-positive 
milk. Yet, that a “‘ bad”? human milk should be of a higher percentage of 
fat! Cow’s milk with low fat is a ‘‘ bad” milk. Is not this the first lesson 
with cow’s milk? This is an interesting theme also because the problem of 
fat absorption is an interesting one. In order to ascertain whether it should 
actually be true or not, I attempted to estimate fat content of human milk us- 
ing a precise method. But at first I considered the problem too difficult to 
attack. As is widely known, fat content of human milk as well as animal 
milk is subject to a remarkably large fluctuation due to several factors as com- 
pared with other milk constituents, such as sugar, protein andashes. Experi- 
ments in which this point is disregarded may lead to an erroneus conclu- 
sion. As many workers (for instance, Engel®, Denis and Talbot® etc.), 
native as well as foreign, speak in one accord of the most remerkable fact that 
the percentage of fat in human milk samples obtained at the beginning of 
feeding is as a rule lower than that at the end of feeding. Therefore, it will 
be ideal to estimate fat content with the whole amount of milk which is 
secreted from a lactating mother during 24 hours. Such is almost impossible 
(except in an institution with a fairly large number of wetnurses). In reality, 
it is difficult to obtain even the whole amount of only one feeding, to say 
nothing of the whole amount during 24 hours. After some expetience 
along the attempt, however, I have been able to show a distinct relation be- 
tween milk fat and Arakawa’s reaction under the following circumstances :— 

1. A relative large number of milk samples were examined so as to make 
individual variations be of a relatively small influence. 

2. Breasts were massaged thoroughly with hands before obtaining to 
make milk samples as uniform as possible. 

3. Milk samples were obtained 2—3 hours at least (one hour) later after 
the last feeding. 

4. Milk samples obtained 9 a.m. to 11 a.m. in the morning. 


3) St. Engel, Arch. f. Kinderhk., 1906, 43, 181. 
4) W.DenisandF.B. Talbot, Amer. J. Dis. Childr., 1919, 18, 93. 
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5. Milk samples wete obtained in the amount of 10 c.c. at least. Even 
in cases of very poor secretion the amount of milk obtained must ke at least 
5c.c. Milk samples below 5 c.c. in amount was discarded. 

As the aim of the present study was not so much in the absolute amount 
as in the comparison of fat content of Arakawa-positive and -negative milks, 
so it is important to collect a large number of samples of different Arakawa’s 
reaction and to find an inclination peculiar to the milk groups of different 
Arakawa’s reaction. In my experiment, milk was obtained by digital ex- 
pression and not by use of a milk pump. Widdows and Lowenfeld?® re- 
ported that a milk sample obtained by a milk pump was always lower in fat 
content than that by digital expression. Our daily experience shows that it 
is often the case that relatively thin milk leaks from a nipple, if one carelessly 
expresses the breast which has swollen ready for the next feeding. By treating 
a breast with manual massage, such a drawback can be prevented to a certain 
extent. Besides, stimulation of breasts by this way has a good influence on 
milk secretion. 

Milk samples, which are expressed immediately after feeding, must of 
course be avoided, for after-milk contains a larger amount of fat. On the 
other hand, the examination of Arakawa’s reaction must be performed on 
milk portion just before feeding. To say about the fat content of milk, it 
may for one way be rational to get the mean of fat of fore- and after-milk of 
feeding as Enge]l® has suggested. But it is often difficult to obtain the after- 
milk of mothers scanty in secretion, and completely Arakawa-negative mothers 


Figures showing the change of amount of milk fat according to the amount 
of milk secreted during one feeding. 
Fig. 1.* Fig. 2. Fig. 3. Fig. 4. 
(Fig. 6.P.7183)t (Fig. ro. P. 184) (Fig. 21. P. *190) (Fig. 26. P. 192) 
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* These figures (Fig. 1, 2, 3 and 4) are reproduced from the paper of St. Engel. (Arch. 
f. Kinderhk. 1904, 43, 181.) 

t+ The parenthesized show the number of Figure and of pages in Engel’s original paper. 

§ Ordinate is amount of milk. 


5) S.T. Widdows and M. F. Lowenfeld, Biochem. J., 1933, 27, 1400. 
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show often a very scanty secretion. According to Engel’s® report, the rate 
of increase of fat in the course of one feeding shows a linear proportion to the 
increase of the amount of milk secreted in the same period. This relation is 
shown in Figg. 1, 2, 3 and 4 which are reproduced from Engel’s® original 
work. This shows that any work concerning milk fat amount must be done 
with caution, and that time of milk obtaining must be a difinite one*. With 
this precaution one can compare the quantitative difference of fat between 
Arakawa-positive and -negative milks. An analogy may be mentioned here. 
For instance, atmospheric temperature is so variable with hours of the day. 
But by comparing the mean temperatures of two different districts, each of 
which is estimated only in the morning, one can conclude in which district it 
is warmer or colder, provided the difference of temperature is large. Thus, 
I estimated the fat content with fore-milk only. 

As before mentioned I used to express milk samples between 9 a.m. to 
11 a.m. in the morning in my experiment. Engel®, Denis and Talbot® 
and many other workers state that fat content of milk is high in these hours 
of the day. As to the amount of milk to be examined, of course, it should, 
as stated above, be obtained in as large an amount as possible. 

The present paper is the record of my results and of the conclusion these 
suggest. 


Method and Materials. 


1. Method: My own micro method** for the determination of milk 
fat which is described in a preceding paper” (Cf. 27th Report on Micro 
Method). 

2. Materials: 565 milk samples from 304 mothers of sick as well as 
healthy babies, who visited the Dispensary of our Department or were ad- 
mitted into our Department, were objects of the present study. Milk samples 
were obtained under the precaution mentioned in the foregoing chapter (Cf. 
Introduction) and tested with Arakawa’s reagent. 1.0c.c. of it was used 
for the determination of fat. 


* In the present paper milk was, as stated before obtained 2-3 hours (at least one hour) later 
than the last feeding. 

6) St. Engel, Arch. f. Kinderhk., 1910, 53, 241. 

** In some of milk samples, fat was gravimetrically estimated by my own method—my 
micro modification of Gottlieb-Résse*) method (Cf. Tohoku J. Exp. Med., 1944, 47, 28). This 
was done for the purpose of the estimation of iodine number of milk fat. But in the present paper, 
only the first figures under decimals are given. 

7) Y. Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., 1944, 47, 28. (A New Micro Method for the 
Determination of Milk Fat.) 
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3. Classification of Arakawa’s reaction (Cf. Table 1). 


I divided all the cases into 4 groups according to the intensity of Ara- 
kawa’s reaction as in Kimura’s paper. Group I was the only group 
which ought to be regarded as normal as to the reaction in a clinical sense, 
Group II was a group of Arakawa-negative mothers (or mothers with the 
better intermediate Arakawa’s reaction), Group III a group of Arakawa- 


negative mothers again (or cases with the worse intermediate Arakawa’s 
reaction) and Group IV was a group of completely or almost completely 
Arakawa-negative mothers. 

TABLE 1. 


Grouping of cases according to the intensity of Arakawa’s 
reaction of human milk. 





| Intensity of Arakawa’s reaction of human milk 








Group Arakawa-positive or negative ‘ Rupooset with signs ; 
in clinical sense one side the other side 
f iy , } 
I Arakawa-positive case (ar) 1 {(it ye 
(normal case) (44)1"* (44)1” 
Arakawa-negative case (or case (H+)1’ or ‘4 ™ ‘ ) 4 
Il with better intermediate (+)1’ (‘+ 4 ( ‘*) 
iil ena” | \1" ) _ 
Pasco sn A Oe a ta 
Arakawa-negative case (or case (+)1’ wel r (—) 
Il with worse intermediate (+)1’/f it yi" a (+)3" 
| ’ . —\4/ _ : 
o: Arakawa’s reaction) (—)1 A) 
IV Completely or almost completely (—)9 (+)5't 
Arakawa-negative case (—)5 (—)5’ 
* (Hr)1’ or (44)1’........ Arakawa’s reaction is positive with the intensity (++) or (+) 
in One minute. ‘ 
Tt (+)1’, (%)1/ or (—)1’........ Atrakawa’s reaction is negative in the grade (+),(+) 
(—)1’ in one minute. . 
S CaF, (—)9 ....605 Arakawa’s reaction is negative in the grade (+), (—) in 5 
& 
minutes. ‘ 


. 4. The description of different Arakawa’s reaction was simplified (Cf. 
Table 2). 





8) E. Gottlieb, Landwirtschaftl. Versuchsstationen, 1892, 40,1. cit. P. Sommerfeld, 
Handbuch der Milchkunde, 1909 Wiesbaden, 265. 
9) Sh. Kimura, Tohoku J. Exp. Med., 1940, 38, 210. 
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TABLE 2. 
Table of signs for showing different Arakawa’s reaction. 

,TzZz27¢ F Fas ?TF 
1. 1(++) stands for ++ ++ ++ H+ + 25. &(+) standsfor+ + + 4 
2, 1(+) » + tt t+ ++ tt 26. 9(+) ” tei+H # 
3. 2(+) . H+ + Ht HH 27. 10(+) » t+++H 
4. 3(+) m HHH H 28. 11(+) . te++t 
5. 4(+) ° HHH +H t+ 29. 12(+) » tet+ # 
6 5(+) ” + oHHH + 30. 13(&) ” t2z2z+ + 
7 1(+) * + + tH tH 31. 14(+) * sett + 
8 2(+) ” +HH tH t# 32. 15(+) » taeete22 
9 3(+) ” +HHH H# 33. 1(-—) - —+z +H tt 
10. 4(+) ” +HHHH+ 34. 2(-) ® z+H +H 
11. 5(+) * ++H # + 35. 3(—) . z+++H# 
12 6+) » t+t+tHH# 36. 4(—) . z++t+t+ 
13. 7(+) . ++HHH 37. 5(—) “ ztit+t 
14. 8(+) » +ttt+Ht# 38. 6(-)  » -ettt 
15. 9+) * +++HH4 39. 7(—) ‘ —-+2+++ 
16. 10(+) - ++++H4 40. 8(—) ° -tztxe+ 
17. 11(+) . +++++ 41. 9(—) . --++H4 
18. 1(+) » t+H it 42. 10(—) ® —-—-+++ 
19. 2(+) . tz+HH tH 43. 11(—) » —--—-+£+ + 
20. 3(+) * z+H+H +H 44. 12(—) » --+++ 
21. 4(+) - £++ 4 45. 13(—) » ——— £ + 
22, 5(+) » t+++HH 46. 14(—) . —-—--++ 
23. 6(+) ° t++++H4 7. 15(—) . —-—-—--—++ 
24. 7(+) » zt++++ 48. 16(—) » a a a 


Explanation to the table :— , 

Take, for instance, the sign: 2(++). This stands for Arakawa’s reaction with the course 
(++)1” (44)2’ (H4)3" (H+)4’ (H4+)5’. The sign does not express any prompt result of the reaction, 
so the prompt reaction of the sign: 2’(++) may be (—)0’, (+)0’, (+)0’ or even ()0, but 
this will not matter much, as the result of the reaction in one minute is the most important. 


Results. 


My own data of experiment are shown in Table 3,4,5,6and7. As will 
be seen from these tables, fat content of human milk under the conditions of 
my experiment is subject to a fluctuation from 0.4% to 9.6%, and the average 
is 3.7% (Cf. Table 7). In my experiment colostrum was excluded, because 
the composition of colostrum is generally very different from that of later or 
mature milk. 

1. The fat content of human milk and the intensity of Arakawa’s reaction. 

a. Group I—Arakawa-positive Group (Cf. Tables 3 and 7). 

116 samples from 63 mothers with Arakawa-positive reaction on both 
sides of the breast were examined. The average of fat content in all Arakawa- 
positive cases was 2.8% (2.84%). The maximum and the minimum among 
all 116 samples were 7.7% and 0.7% respectively. 

b. Group II—Group of Arakawa-negative mothers (or cases with the 
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TABLE 3. 
Fat content of human milk in Arakawa-positive cases. 
| 2 = 
sl O8!) Be Arakawa’s Fat content of a 4 wef | S&§ Be 
SElCE! of reaction milk (%) SSS )/°28) os es 
S51 e5 | &% SUE] Hor] #8 es 
Ze26) 3= ; vlii<et | ag) # 
8 Right Left Right Left 3 Fs > A 
1| vi] Ts. | 3¢44) | 1(4) 1.2 08 | 3m | 2y | R=L|{ L 
2! , | TS. | 1(+) | 2(4) | 5.1 59 | 384 | 24y | RCL] Ec 
3] » | NK. | 104) | 104) 1.8 20 | 4m | 26y | R=L| D 
4] » | SA. | 1(4) | 1 (H+) 2.9 3.2 5m | 21y | R=L | D 
5| , | TD. | 1044) | 1(4) 4.5 5.0 4m | 38y | R=L | Ec 
Z.T. | 1(He) | 1(44) 3.0 * 8m | 27y | R=L | Dy 
7) vi} Rw. | 1(4t) | 2(4) 3.8 4.1 10m | 42y | R=L | HM 
8} » R.T. | 1(4++) | 1(+) 4.7 2.1 6m 34y | R=L | D 
9 . M.K. | 3(#) | 3(+) 2.1 2.4 22d 26 y R>L An 
10; » » Ad 1(4) | 1(+) 2.9 4.1 12m 46y R=L | D 
11 - S. M. 1(++) 1(+) 1.8 2.4 5m 30y R=L D 
12} » | MT. | 1(#) | 104) 0.7 1.9 7m | 27y | R=L] D 
a1. « K.Y. | 2(4) | 2(+) 1.4 1.6 3m 28y | R=L | Ps 
14] IX | KS. | 2(4) | 5(4) 3.2 38 | 12m | 45y | R<L| D 
15] , | TS. | 1(H#) | 104) | 06 11 | 8m | 31y | R=L| G 
16 > | zz. 4(+) | 4(+) 3.2 31 | Sm 33 y R=L D 
17} » | SN. | 2¢) | 1(44) 1.5 56 | 5m | %y | R=L]| D 
18 » | FC. 1(++4) | 1(44) 3.4 2.5 15m 27y R=L HM 
19 A J.M. 1 (++) 1(+4) a7 1.4 | 6m 26 y R=L W 
20| , | TS. | 14H) | a(H) | 29 28 | 21m | 25y | R=L| An 
21] » S.S. | 1(#+) | 1(H4) 3.6 35 | 12m | 27y | R=L | W 
22} » | ¥.K. | 1(4) | 1() | 3.4 34 | 8m | 31y | R=L]| D 
23} » | KH. | 1(44) on 2.8 — | 12m | 38y | R>L | Ec+An 
Mi > | SS 1(Hh) | 1(H+) 4.1 3.5 | 6m 28y | R=L | H 
25| » | KK. | 1(4) | 1(4) 3.2 3.2 | 4m | 25y | R=L | Le 
26| » | MK. | 1(H) | 1(4) 1.7 15 | 12m | 36y | R=L] H 
27 » | ES. 1(4+) 1(H+) 0.7 3.1 | 8m 26y R<L H 
28; » | ¥.K. | 1(+4) | 3(4) 2.5 15 | 9m] 2y | R=L]| B 
29} , | WA. | 2(4) | 2(4) | 44 18 | 5m | 28y | R<L] D 
30} X | SK. | 1G) | Ge) | 19 24 | 13m] 25y | R=L| H 
31} » | KT. | 2¢4) | 2¢4) 2.4 0.8 | 14m | 29y | R=L | Rh 
32; » | ¥ | 2(4) | 10) | 39 2.7 9m | 2y | R=L]| D 
331 » S.S. | 3(4) | 1(+4) 5.4 4.8 19d t R=L | Bd 
34} » | KS. | 1(4) | 1(4) 2.3 28 | 10m | 27y | R=L| D 
35| » | RH. | 1(4) | 1(4) 2.2 31 | 13m | 29y | R=L] Pu 
36} XI | KT. | 3(4) | 2(4) 2.3 27 | 5m | 21y | R>L]| G 
a7 1 M.I. 1(+) | 1(+) 1.9 64 | 6m By | RL. | G 
38} I | sr | 5(H) | 5(4) 2.8 29 | 10m | 34y | R>L | D 
39] Il | GA. | 1(#) | 1(4) 2.7 2.9 6m | 2y | R=L | H 
40}; » | OF 1(+) | 1(4) 2.6 3.1 | 8m | 32y | R=L| H 
41| Ill | KM. | 5(4) | 3(+) 2.3 21 | 5m | 2y | R<L| D 
42} , | SS. | 574) | 1(4) | 3.9 29 | 14m | 37y | R>L | Pp 
43} , | SE | 14) | 5(4) 1.7 48 | 6m | 35y | R=L| D 
44} , | KS. | 104) | 1(H#) | 2.5 30 | 8m | 2y | R=L]| G 
45| IV | KS. | 2(4) | 2(4) * 22 | 49d | 32y | R=L| V 
46} , | TM. | 2(4) | 5(+) * 3.2 | 18m | 26y | R=L| A 
47} , | ZK. | 2¢4) | 1(4) * 23 | 5m | 32y | R<L| D 
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TABLE 3. (Continued.) 

- a | 5 2 | = 
w 5! S§! S, | Arakawa’s | Fat content of =. | weg | ‘# § @e 
5 e& 28 | reaction milk (% rong me o | 25 ga 
ZE28) $5 TT Tet ise e338 oS 

3, a 3 | Right | Left | Right | Left | Sug - 2 - 
48|/ IV | KS 1(#) | 2(4) | 2.0 * 14m | 29y | R>L | An+A 
49| » | TS. | (+) | 1(+) 3.6 * 86d 23y | R>L | Hp 
50) » | S.A. | 1¢He) | 1(H) 2.7 3.6 | 10m t R=L | E 
51; V | ss | 5(4H) | SCH) | 28 * | 15m | 41y | R=L | P 
52} » | HO. | 1(4) | 1(4) 2.0 33 | 12m + R=L | Bp 
53| » | HS. | 1(#) | 1+) | 2.1 3.8 | 40d 43y | R=L | Pp 
544/ » | NK. | 1(H#) | * | 63 * | 10m | 29y | R>L | Vd 
55| » BK. | 1(4) | * | 28 * 14m 28y | R>L | Hp 
56; » | TS. | 1(H+) | 1(4+) | 7.0 7.7 9m 26y | R>L | Rp 
57; » | MS. | 2(+) | 1(+) 2.9 0.7 4m 46y | R<L | D 
58; » | HS. | 1(H#) | 1(H#) | 3.7 | 33 | 6m | 34y | RCL} D 
59| » | WW. | 1(4) | 2(4) 3.9 29 | 13m | 25y | R=L]| S$ 
60| VI | RS. | 1(H) | 1(4+) 1.8 18 | 6m 25y | R=L | H 
61| VIE | RY. | 1(4#) | 4(4) 1.9 19 | 2m] 2y | R=L| G 
62} » | MS. | 1(#4) | 1(44) 2.2 18 | 5m] 30y | R>L| D 
63} 5 | WLM. | 1(#) | 1(#) | 20 2.3 13m | 31y | R>L | D 














* Not examined. 


+ Unknown. 


A=Atrophy; Aa=Angina acuta; Ab=Anomaly of bones; An=Anemia; At=Abdominal 
tumor. 

B=Bronchitis ; Bd=B-avitaminotic dyspepsia; Bp=Bronchopneumonia. 

C=Congenital luxation of high joint. 

D=Dyspepsia; Da=Dystrophia adiposogenitalis; De=Decomposition; Di=Diphtheria; 
Dp=Defect of parietal bone; Dy=Dystrophia. 

E=Empyema pleurae; Ec=Eczema; Ep=Eplepsy. 

F=High fever (without remarkable finding). 

G=Grip; Gd=grippale dyspepsia. 

H=healthy; Hf=Hernia funiculi; Hg=Hypogalactia; Hi=Hernia inguinalis; HM= 
Heine-Medin’s disease; Hp=Hypotrophy; Ht=hilar tuberculosis; Ht=Hydrocele 
testis; Hu=Hernia umbilicalis. 

I=Infantile beriberi; Imn=Impetigo; Ip=Infantile preberiberi. 

J=Jaundice. 

L=Laryngitis; Le=Lues congenita; Lp=lobar pneumonia; Ls=Lymphadenitis submaxil- 
laris; Lt=latent tuberculosis ; Ly=Lymphadenitis ; Lyc=Lymphadenitis colli. 

M=Meningitis ; Mi=Mongoloid idiocy. 

O=Obstipation ; Om=omphalitis. 

P=Pneumonia; Pe=Peritonitis epidemica; Ph=Pharyngitis; Pp=Paraplegia; Pu=Pur- 
pura; Py=Pyelocystitis, 

R=Rickets; Rh=Rhinitis; Rp=Rhinopharyngitis. 

S=Stomatitis; Sd=severe Dyspepsia; Sf=Scarlet fever; Sl=suspition of 1 Lues; Sp= 
Sepsis ; Sr=Strophulus. 

T=Tuberculosis ; Tl=Tuberculosis of lung; Tp=Tetraplegia. 

V=Vomiting; Vd=Valvular disease; Vv=Vulvovaginitis. 

W=Whooping cough. 
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TABLE 4. 

Fat content of human milk increase of the better intermediate reaction. 
Sliwde € 7) | Ss 
ww B| Od : Arakawa’s Fat content of | & Siluxwe!] $§ a, 
CEI 8] of reaction milk (% SES )/SES5 | oF e¢ 
Stes] § | | BBE] RET] BS ES 
42eso) 27 Ri ; oii |<el| ag | FF 
5| “35 Right Left | Right Left RUE | @ A 
1\vil| TI 1(4)/ 1(+)| 27 | 34 6m | 26y | R=L| D 
2i . | Ss 5(4) | 2(H)| 44 | 13 9m | 24y | R=L| D 
S58 a) 5 1744) | 2(+)} 29 | 62 | 2m] 41y | R=L| D 
4\vi| ms. | 14+)! 1(#)| 38 | 43 | 11m | 27y | R=L | D 
s| . | mr. | a¢)] 1G4)| 34 | 27 | Sm] 35y | R=L| D 
6} , | &Ss (4) | 5(+)) 31 | 62 8m | 2y | R>L| Py 
71. | ae 1(4#)| 5(+)| 31 | 43 | 15m | 26y | R=L | Aa 
s| , | sK. | 1()| 7(+)} 37 | 74 | 11m | 2y | ROL | D 
9} , | TA. | 7(+)] 4(4) 4.7 | 5.1 22m | 22y | R=L | Dy 
10; , | ELK. 5(+4-) | 11(+) 68 | 7.5 12m | 24y | R<L | HM 
mt | E.M. 5(+) | 1(+) 4.7 1.2 6m | 31y | R=L| D 
12} , | KK. | 7(+){ 2(4#)/ 27 3.1 6m | 21y | R<L/ D 
13/ 1X | KL | 4(4)/15(+)| 3.2 43 | 11m | 25y | R=L| W 
4/ , | SS | 5(4)] 1(4)| 26 | 37 | 10m | 2y | R=L | W 
5| , | SM | 274)| 9+)) 41 | 64 | 2tm | 27y | R=L| E 
16} » | MS. | 1(#)| 2(4#)| 25 | 34 | 12m | 32y | R= | H 
17} , | aT | 1(+)| 14)| 53 | 35 | 80d | 33y | R=L | O 
8) , | ME | 2(+)} 4(+)) 44 | 47 | 11m | 39y | R<L} Dy 
19/ , Z.¥. | 4(4++-) | 10(+) 16 | 3.4 8m | 40y R=L |G 
i 6. S.H. 5(+) |] 1(4#)!/ 13 | 24 10m | 32y | R=L H 
21} » | KE. | 3(4)| 9+)| 38 | 24 | 10m] 35y | R=L | H 
22| , | TY. | 4(+)] 4(+)| 38 | 47 5m | 42y | R=L| H 
23; » | HA. | 3(+) | 2(+) 3.8 4.1 4m 27y | R=L D 
24/ . | NF. | 5(+) | 9+) | 29 4.5 8m | 25y | R=L | Ec 
25 | » | ¥.0. | S(4)| 4(4+) | 47 5.2 14m | 32y | R=L| Se 
26; » | KL 4(+) | 4(+) 3.3 3.6 4m | 27y | R=L/| Le 
2 | » | NK 1(#) | 8(—-)| 32 5.4 6m | 34y | R>L | H 
2; X | T.K 4(+) |} 4(+) 3.8 4.2 12m 31y | R=L!| G 
2} » | KK | 7(+)| 7(+)| 57 | 62 7m | 31y | R=L| Bd 
30] » | KE | 1(+)} 1(+)] 37 3.9 3m | 44y | R=L| At 
31| XI | ¥S. | 3(+)} 9+)] 26 3.1 5m | 27y | R<L/| D 
32; » | MS. | 7(+)} 7(+)| 34 3.7 6m | 30y | R<L}| D 
33| » | MM | 4(+)!] 3(4+)/] 56 6.7 1im | 22y | R>L | H 
34 | » | ME. | 4(+)] 5(+) 1.5 2.4 7m | 31y R=L | B 
35| XIT| KK. | 7(+)} 7(+)| 28 3.2 | 11m | 28y | R>L| Ly 
36| » | MT. | 11(+)/11(+)| 36 36 | 9m | 36y | ROL | W 
37| | YF. | 4(+) | 10(+) | 46 7.0 | 54d | 25y | R<L| A 
38; , | KS. | 5(4)| 6(&)| 44 4.0 9m | 33y | R>L | Mi 
39; » | TM | 4(+) | 2(4)| 37 4.6 7m | 28y | R>L/| A 
4o} , | TT. | 4(+)| 4(+)] 26 3.2 | 34d | 38y | R<L/| A 
41/ Il | SM | 4(+)} 5(+#) 4.7 3.4 12m | 30y | R=L | D 
42|~, | CA. | 5(4)|16(-)} 20 | 3.7 | 43d | 30y | ROL | A 
43} , | SS. | 4(+)] 5(+) * 4.7 6m | 41y | R=L | HM 
4| , T.K. | 1(4) | 16(—) | 2.4 33 | 61d | 2y | R>L | Le 
45| , | TL | 7(+)}11(+)| 34 25 | 45d | 28y | R>L]| D 
46| IV | T.K. | 2(+)| 1(+)| 23 * | 6m | 42y | R=L | Ls 

| | 3(+) | 44 1.7 15m | 2y | R<L | Aa 
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Taste 4. (Continued.) 

















- Pw S$ 2 ' 
uw §| O§ | So | Arakawa’s Fat content of Soe 4 & ‘s § * 
CEISE!] 2f reaction milk (%) =eS| ofS! oF | $§ 
6%) ¢& eS woE| SS] £2 es 
Z#}o2| §§ mee eli |<el | ag | B5 

gia 8 Right Left Right Left te E | ” | A 
48 | IV | H.K 9(+) | 4(+) 41; * 7m 39y | R=L | Im 
49; , | KO. 7(+) | 7(+) * | 44 13m 2y | R=L | D 
50; » | GN. | 6(+)| 6(4+) * | 29 4m | 40y | R=L | D 
51] » M.T 2(+) | 3(+) 31] 37 2m | 37y | R=L | G 
52} , | GT. | 9(+)] 2H)| 45 | 3.0 7m | 31y | R=L | G 
si , | oe 2(+) | 2(+) 2.3 2.3 7m | 3ly | R=L L 
4]. | MF. | 1(+)] 1(+)| 42 . am | My | Rak | Ls 
55| V | KW. | 4(4+)| 4(+)! 46 | 37 | 21m | 31y | R=L | Rp 
s6| » | BT. | 7(+)] 7(+) 3.0 * 3m 25y | R>L | Hm 
s7| | Ka. | 3(4)} 7+) | 1.7 62 | 14m | 2y | R=L| A 
58; » | SH. | 4(+)| 4(+) 3.1 * 6m | 27y | R=L/! D 
59| » T.T. | 9(+)] 9(+) 3.0 3.2 7m | 33y | R=L | Le 
60 ° | C.N. 5(++-) | 7(+) 21 | 48 |; 6m 26y | R=L D 
61} » | YT | W+)) 7+)|} 51 | 39 | 7m | By | R=L| 1 
62} , | KS. 4(+) | 4(+) 22 | 31 | 19m | 35y | R=L]| D 
63} VII | R.A. 3(+) | 3(+) 71 | 7.2 | 21m | 35y | R=L | P 


* Not examined. 


better intermediate reaction). 

118 samples from 63 mothers were examined. The average of fat content 
in all was 3.8% (3.79%). The maximum and the minimum was 7.5% and 
1.2% respectively. 

c. Group I1I—Group of Arakawa-negative mothers (or cases with the 
worse intermediate reaction). 

235 samples from 126 mothers were examined. The average was 3.9% 
(3.89%). The maximum and the minimum were 7.8% and 0.7%. 

The average of Groups II and III (or the average of intermediate A ra- 
kawa’s reaction) was 3.9% (3.85%). 

d. Group IV—Group of completely or almost completely Arakawa- 
negative mothers. 

96 samples from 52 mothers were examined. The average amounts to 
4.2% (4.16%). The maximum and the minimum were 9.6% and 0.4% tre- 
spectively. 

The average of Groups II, III and IV (or the average of Arakawa-nega- 
tive mothers) was 3.9% (3.92%). 

As is seen in Table 7, the percentage of fat in human milk becomes dis- 
tinctly higher with the weakening of the intensity of Arakawa’s reaction. 
Completely or almost completely negative milk contains a much larger 
amount of fat (147% against 100%) than Arakawa-positive milks. 








Fat content of human milk in the worse intermediate 
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TABLE 5. 


reaction. 
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experiment 
| Month of 
| experiment 
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Arakawa’s 
reaction 


Far content of 
milk (%) 








Right Left | Right | Left 


5() | 5(+) 
15(—) | 2(+) 
2(+) | 6(+) 
7(+) | 8(-—) 
12(+) | 16(—) 
7(+) | 12(—) 
12(—) | 11(+) 
5(+) | 2(+) 
4(—) | 7(+) 
2(+) | 9(+) 
11(+) | 8(—) 
15(—) | 2(+) 
3(+-) | 14(—) 
9(+) | 7(+) 
1(+) | 12(—) 
13(+) | 9(+) 
12(—) | 14(-—) 
4(—) | 3(+) 
2(4)  2(+) 
1(+) | 1(+) 
3(—) | 3(-—) 
15(+) | 11(+) 
7(+) | 3(+) 
7(+) | 12(—) 
6(+) | 11(+) 
7(+)  3(+) 
11(#) 5(+) 
7(+) 8(-—) 
11(+) 15(+) 
7(+) | 15(+) 
4(+) | 5(+) 
14(—) | 5(+) 
6(+) | 6(+) 
15(+) 15(-+) 
15(%) 4(+) 
7(—) | 4(+) 
4(—) | 7(+) 
5(+) | 3(+) 
3(+) | 7(+) 
7(—) | 6(+) 
2(+) | 2(+) 
11(+) | 11(+) 
3(4) | 7(—) 
S(+) | 5(+) 
4(—) | 11(+4) 
9(+) | 6(+) 


3(—) 





3.2 3.7 
2.9 2.9 
3.4 3.8 
2.8 5.7 
6.8 7.2 
0.9 2.8 
5.1 2.4 
1.9 0.7 
3.9 4.7 
1.4 1.5 
7.2 7.8 
5.4 3.3 
3.4 6.7 
3.7 2.8 
pe 4.1 
4.2 3.1 
4.6 5.9 
3.1 3.5 
3.7 3.3 
4.0 4.6 
2.9 3.4 
2.6 2.1 
2.8 3.1 
5.0 5.7 
4.2 4.6 
1.0 1.6 
2.4 5.3 
5.7 6.1 
4.4 4.9 
6.1 6.6 
5.1 5.7 
2.5 3.1 
5.6 5.8 
4.1 4.7 
5.4 2.3 
4.8 3.8 
4.9 4.1 
7.8 7.4 
4.2 4.3 
3.6 3.4 
2.1 2.1 
3.8 3.6 
6.2 6.8 
3.6 3.1 
3.8 2.1 
2.9 5.2 
1.3 2.7 
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TaBLe 5. (Continued.) 
w | S$ 2 | S&S 
. 8) 38 | Arakawa’s a 4 S| et 
o 6] 2 & | reaction SEE be | @g 
S51 ES | SSE ss | &2 
Ze S58) Righ L y |i il ag | | a 
“ 5 | ight | eft oo E | 
| XI 11(+) | 9(+) 15m D 
» 7(-—) 9m D 
: 7(+) 6m G 
. 11(+) 38d 
" 14(—) 9m 
a" 11(—) 40d 
; 5(+) 3m 
° 6(+) 10m 
. 3(+) 14m 
" 5 (+) 78d 
m "—) 23d 
. 11(—) 5m 
” 16(—) 15m 
. 14(—) 8 m 
’ 3(+) 16m 
» 7(+) 10m Le 
” 7(+) 13m W 
XII 6(—) | 9m D 
‘. 7(—) | 59d Bd 
; | 10(-+) 3m P 
. | 5(+) 16m | B 
- 5(+) 16m D 
- 16(—) 15m D 
. 9(+) 5m Ph 
: 13(+) 3m D 
° 7(-) 9m D 
. 15(+) 7m G 
I 5(+) 3m Bd 
™ 7(+) 69d Rp 
Il 13(+) 49d D 
‘ 11(+) 11m Ww 
‘ 11(+) 97d | T 
Il 11(+) 10m T 
. 11(+) 8m D 
- 11(+) 23m Vv 
~ 4(+) 14m G 
» 6(+) 12m D 
5 7(+) 5m D 
IV 3(t) 98d Le 
- 6(—) 17m HM 
- 6(—) 2m Le 
; 2(+) 5m G 
‘ 9(+) 80d A 
* 3(+) 63d A 
- 6(—) 13m M 
. | 6(-) 44d Rp 
‘ | 5(+) 20 m Pe 
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TABLE 5. (Continued.) 












































~ ro = a we 
w S| O§ | oo Arakawa’s Fat content of | & Siwue |] &s | : 

°& 4 5 ue reaction milk (% = £5 a By os | 3 g 
ZRER| SS |— Fos ag Ret: <2! | 83 | & 

} 4) | Right Left Right | Left | So = | * A 

9| IV | LN. |12(-)| 4(-) | 3.5 * 51d 25y | R=L | Dp 
97| , C.Z. | 9(+)|11(4)| 67 | 40 | 31d 22y | R>L| V 

9) , N.N. | 14(+) | 7(+)/} 5.1 3.4 4m | 36y | R<L/ D 

99; , | MS. | 14(+) 114(4)'| 33 3.3 5m | ‘25y | R<L | Si 
100| , S.T. | 4(+)| 6(+)| 46 * 7m | 39y | R=L| A 
101| , | MG. | 97+) /12—-)| 36 | * 10m | 23y | R>L | Rp 
1022| V | SI | 11(—-) | 20 | * | Sm | 27y | R=L| Aa 
103| , ys 5(+)-| 2(4)| 24 2.5 | 13m t R=L | W 
104 | e | H.O. | 14(—) | 5(#)/| 33 25 | 18m | 26y | R=L | HM 
105/ , MS. | 4(+) | 7(+)| 17 | 49 84d 37y | R=L | P 
106) ,.| KK. | 11(+) | 11(+) | 5.9 * | 15m | 42y R=L | Bp 
107} , | S¥. | 13(+) | 9+) | 3.6 * 4m | 2y | R=L| A 
108} , | TS. | 2(+) | 16(—) | 2.3 54 |. 5m | 26y | R>L/| Rp 
109; » | LN. | 9+) /11(-)| 20 | 31 | 30m | 27y | R=L| D 
100} » | HO. | 11(+) | 14(+)| 38 | 47 5m | 28y | R=L| Se 
111] ., | TS. | 11(+)| 4(-)| 29 | 54 | 6m | 32y | R=L] Da 
112} , | FS. | 14(+) | 11 (=) | 412 ]/ * | 19m 36y | R>L | W 
113| , | 3.8. 7(+) | 7(+)| 3.5 3.5 16m | 46y | R<L |} D 
14| , | KS. | 7+) | 3(+)| 39 | 43 | 4m | 25y | R=L| Rp 
15| , | sv | 7%) / 1(+)| 34 | 17 | 14m | 30y | R=L]| B 
116} , | ME | 4(+) 7(+) | 26 | © | dam 26 y RL | Tl 
117; , | HG. | 13(+) /15()}| * | O09 | 3m 26 y R=L |} H 
118; , | KM. | 5(&) | 7(+)| 34 | 40 | 7m] 32y | R<L| Hg 
119 | » | @S. | 16(—) |. 2(4+) a4 | OF | Sm 33 y R<L | D 
120; » | TK. | (54) | 3(&)|, 37 | 49 | 13m 23y | R=L | W 
121; , | SM | 3(+) | 5(+) 42 | 45 | 55d 26 y R=L | D 
122| , | MS. | 4(+)| 4(-)| * | 22 | 17d | 24y | R>L| 1 
123 VI | KS. (+) | 7(+)| 67 | 15 | 9m | 24y R=L | B 
124 | > | MS. | 4(+)| 7()| 47 | 58 | 18m | 34y | R=L/} D 
125| , | ZF. 7(—) | 7(+)] 5.0 4.2 | 21m 34y | R=L] S 
126 | VII | MO. | 15(+) | 15(t) | 5.5 5.7 | 2im | 34y | R=L | T 


* Not examined. 
+ Unknown. 


2. Distribution of all the milk samples according to the intensity of Ara- 
kawa’s reaction and to the amount of fat (Cf. Tables 8 and 9 and Figg. 5 and 6). 

As above stated, the average fat content of Arakawa-negative milk 
samples is much higher than that of Arakawa-positive milk. Not only the 
average, but also individual figures are high in many cases of Arakawa-nega- 
tive milk, while in many Atakawa-positive cases individual figures are low. 

As will be seen from Table 8 : 76% of Arakawa-positive cases showed a 
value below the fat content of 3.5%, while only 39% of the completely nega- 
tive cases showed the same value, and cases of the intermediate reaction come 
between these extremities. And about 50% of all the milk samples rank 
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Fat Content of Human Milk and Arakawa’s Reaction 
TABLE 6. 
Fat content of human milk in completely or almost Arakawa- 
negative milk with (—)1’ reaction. 
el we | & g | 6 
wohl Cel Be Arakawa’s Fat contentof |S 2 | wef | &E . 
CEL SE o§ reaction | milk (%) SES | S25 | oe gs 
$3] 83 Eg | : SUE] &S5>| ge es 
ela | 4 Right Left | Right | Le | Sug |~">| 73 | & 
1|/ vu! Ts. | 16(—) | 15(—-)| 5.1 | 49 | tim | 26y | R=L) D 
2| vil} s.K. | 16(—)|16(-)| 42 | 49 | 18m | 42y | R=Lp! D 
33> | Se $6}—) | 16(—) | 5.1 56 | 10m | 40y | R=Lp| D 
4] Ks. | 16(—) | 16(-) | 49 5.1 | 22m | 24y | R=Lp| HM 
5| 2 | wr |12(-)| 8(-)| 51 43 | 27m | 26y | R=Lp| HM 
6| IX | ND. | 15(—) 16(—) | 3.3 16 | 2m| 24y | R=L| D 
7/ , | MO. |15(—)|14/-)| 24 17 | 3m | 28y | R>Lp| Ht 
8| , | KM | 16(—) | 16(—) |. 25 39 | 4m | 23y | R=L | Tp 
wis MS. | 8(—)|16(-)| * 4.6 4m | 41y | R=L | H 
10| , KG. | 16(—) | 8(—-)| 9.6 * 8m | 21y | R=L| H 
11} , | TA. | 16(—) | 16(-)| 63 5.4 6m | 31y | R=Lp| HM 
ei. | a. * 16(-) | * 4.7 8m | 31y | R=Lp| A 
3) 2 A.T. | 16(—) | 8(—)| 63 5.8 5m 23y | R=L/ D 
14| » H.W. | 14(—) | 14(-) | 3.4 34 | 13m | 26y | R=L | De 
15] , | NA. | 16(—-)|16(-)| 4.1 5.2 3m | 28y | R=L | D 
14} , | SK. | 16(-)|16(-)| 43 44 | 2m | 36y | R=Lp| H 
17| XI | HN. | 14(—) | 14(—) | 6.3 5.8 2m | 34y | R=L/ I 
18; , | TS. | 16(—) | 16(-)| 29 5.2 | 14m | 30y | R=L | L 
19} , | SW. | 15(—) | 16(—) | 1.4 3.5 5m | 30y | R=L| W 
20; , | MK. | 16(—)|16(—-)| 1.7 1.8 2m | 34y | R<Lp| Le 
21; , | ¥.0. | 16(—) | 12(-)| 3.0 2.0 | 11m | 38y | R=L | B+D 
2] » E.K. | 16(—) | 15(—) | 5.2 43 | 5m | 29y | R=Lp| F 
mis LI. | 16(—)|16(-)| 48 18 | 8m t+ | R=L| Ec 
24/1 , T.M. | 16(—) | 16(-)| 25 5.2 | 12m | 25y | R>Lp| Hp 
23; . | TS. | 16(—) | 16(—)| 3.3 33 | 9m 25y | R=L | H 
26| XII} AY. | 14(—) | 16(-)| 4.1 40 | 3m | 30y | R=Lp| HD 
27| , | NS. | 16(—) | 16(-)| 3.2 5.4 im | 34y | R=Lp| DHu 
2| , G.H. | 12(—) | 12(-) | 4.7, 38 | 2m | 36y | R>L| P 
0! , T.Y. | 16(—-)| 8(-)| 46 38 | 8m | 25y | R<L| D 
30 > | KN. | 16(-) | 16(-) | 47 58 | 2im | 21y | R>Lp| D 
311 , | EN. | 16(—) | 16(—-)| 1.1 26 | 29d | 24y | R=L| Bd 
mi «6 T.K. | 16(—) | 14(—)| 5.4 5.2 15m | 41y | R<Lp| HM 
33} , | NS. | 16(—) | 16(-)| 28 63 | 2m | 34y. | R>L| Bd 
34) , HN. | 16(—) | 15(-) | 6.1 5.0 | 12m | 38y | R<L| W 
35| I T.M. | 16(—) | 14(—) 3.3 3.1 3m | 29y | R=L| B 
36| Wl | KK. |12(—)|14(—-) | 3.4 3.5 | 47d 2m | R=L | I 
37; IV | MS. | 12(—) | 15(—) bi 6.1 im | 30y | R=L| O 
38| , | ¥.S. | 16(—) | 16(—) * 2.7 | 25d | 25y | R=L/ Rp 
, 39] , BT. | 16(—) | 16(—) * 3.6 4m 32y | R>L |} I 
40| , MS. | 16(—) | 16(—) | 1.5 2.1 2m 30y | R=Lp} Hi, 
ae) a M.T. 16(—) | 16(—) | * 5.8 12m 34y | R=L | Sp 
c 42| , KI. | 16(—) | 16(—) | 33 3.5 4m | 30y | R>L! L 
4/ , KS. | 16(—) | 16(-) | 7.3 4.7 16m | 34y | R<L| Em 
e 44; , | KN. |12(-)|16(-)| * 89 | 13m | 25y | R>L | Si 
" 45! V | HO. | 16(—) | 14(—) | 3.8 3.2 6m | 22y | R<L| Vd 
4| , | SA. |12(-) |] 16(-)| 3.8 5.1 19m | 24y | R=L | Vd 
47| , Y.W. | 12(-) | 15(-) | 5.5 5.8 9m | 38y | R>Lp| W 
48; , | NK. | 12(—) 12(—> | 5.9 6.1 12m | 30y | R=L| A 
a 49; , | NS. |16(—-) | 16(—)|] 1.0 2.4 14m | 26y | R=L| W 
* 50; , | TK. | 16(—) |12(—-) | 5.2 3.5 2m | 2y | R=L | A 
51| VII | NS. | 12(—-)/15(-)| 3.9 5.3 13m | 32y | R=L| C 
e 52; , | KL |15(-)| 8(—)| 04 0.7 ek le R=L | D 
k * Not examined. t Unknown. 
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TABLE 7. 
Amount of fat in human milk according to the intensity of 
Arakawa’s reaction. 

















: a seiilhcn taiaile | Arakawa-negative milks 
teaction Ankavae TE ar Average of 
™ | positive Intermediate reaction ompietely | all milk 
* : Arakawa- 
: milks ; : : : samples 
Fat content at Better inter-|Worseinter-| negative 
lee I mediate mediate milk 
Minimum ............ | 0.7% 1.2 % | 0.7 % 0.4 % 0.4 % 
Maximum ............ | Ths 755 | 78 » 9.6 » 9.6 . 
EE eS | 2.84, 3.79, | 389, 4.16 , 3.69 , 
| (116 samples | (118 samples | (235 samples | (96 samples | (565 samples 
| in number) | in number) | in number) | in number) | in number) 














Average (intermédiate reaction) 
3.85% 


Average (negative reaction) 
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TABLE 8. 
Distribution of all milk samples according to the intensity of 
Arakawa’s reaction and to the amount of milk fat. 


3.92%, 




















Intermediate Arakawa’s C F 
Arakawa- a seaction ie etn Total 
Fet cbatent positive milk | Better inter- | Worse inter- po an 
mediate mediate 8 = s 
ty) tw 8 “ 2g Py A ” ” w ¥ “ 
* (82 Ge (t2 Ge lt2 Fe lth Fe (2% de 
Sse 82F | se 8F ise SF ls SF ise 2a 
23 2 Zs « \4a¢ & 423 @¢ |Z ea 
0 —3.5 88 75.9% | 55 46.6% 101 43.0% | 37 38.6% | 281 49.7% 
3.6— 28 241%] 63 53.4% | 134 57.0%} 59 61.4% | 284 50.3% 





above and below the fat content of 3.5%. 
In Table 9, details of the data shown in Table 8 are pre- 


simple in Fig. 5. 





These relations are illustrated 


sented, distributing all the milk samples according to the difference of fat 


content (the difference by 0.5%). 


Samples of Arakawa-positive milk were 


found most frequently between 2.5% to 3.0% and samples of completely 
Arakawa-negative milk between 5.0% to 5.5%. And samples of milk of 
intermediate Arakawa’s reaction were found most frequently between 3.0 
to 3.5%. Ofall the milk samples, the most frequent fat content was between 


3.0% to 3.5%. 


But if we carefully look into the column of the completely Araka wa- 
negative cases (Cf. Table 9), we find some interesting results like the follow- 
ing :—First, the difference between the minimum and the maximum values of 


fat content was the largest in this group, that is the range of the fluctuation is 

























Fat Content of Human Milk and Arakawa’s Reaction 


Fig. 5. Showing the distribution of all 565 milk samples according to 
Arakawa’s Reaction and fat content. 
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positive milk 
—, 
Ait milk samples 
Milk of intermediate Completely 
reaction Arakawa 
16%, — negative milk 
Cases of 
44% 50.% ; 
fat content 39% m 
0%~3.5 % 
! 
Cases of 
3 
fat content me: | 
3.6% - °° Yo 56% 50 % 
- 61% 
116 cases 353 cases 96 cases 565 cases 


Fig. 6. Showing the distribution of cases according to Arakawa’s reaction 
and milk fat content. (Table 9 is graphically illustrated). 
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TABLE 9. 
Details of data shown in Fig. 8. 
Distribution of all milk samples according to the intensity of 
Arakawa’s reaction and to the amount of milk fat. 





| ] Intermediate Arakawa’s 














Fat content tena I a a negative milk 

% iwS £ IeB ¢ wS ¢# wS ¢ ws ¢ 

2 aoe 148 & 148 ££ 148 ef 14s 
0* 05 0 0.0% | 0 0.0% | 0 0.0%) 1 1.0%} 1 0.2% 
05 1.0 $ $3. | i SS oe See Oe ee 
10 15 | 7 60, : St Tt. ws > M.:1 @ we, 
15 2.0 18 155,/ 5 42,| 1 47,/ 6 63,| 40 74, 
2.0 25 19 16.4, | 11 93, | 24 102,] 6 63, | 60 106, 
25 3.0 2t 161, / 12 100,/] 18 7.7,| 4 -42,| 55 97, 
3.0 3.5 7 147, | 23 195, | 36 153, | 15 156, | 9 161, 
35 40 | 10 86, |] 19 161, | 31 -132,/ 8 83, | 68 120, 
40 45 : 2.1 ae | 26 111, | 7 «2973, | 53 %4, 
45 5.0 4 34,] 10 85,/ 26 111, |] 11 115, | 51 90, 
5.0 5.5 ois @.18. Bais ei 
5.5 6.0 > hist “8.1 Gai TT Bite Oh 
6.0 6.5 eo ewoie-aal,| 3 24? Ae os, 
65 7.0 1 @.]/ 3 25.) 8 Mo] 1 ./ 8 23, 
7.1 1 09,| 4 34, | 6 26,) 2 21, | 13 23, 
Total ...... 116 100% | 118 100% | 235 100% | 96 100% | 565 100% 





the widest in this group, even though individual figures are high in most of 
the cases. Second, the next most frequent cases of fat content were between 
3.0% to 3.5%, the most frequent being, as stated above, between 5.0% to 
5.5%. There are thus two peaks in the distribution of cases of completely 
Atrakawa-negative group (Cf. Fig. 6). I will here desist from discussing 
whether it-—the occurrence of two peaks—happened merely as an accident or 
should have any significant bearing on it. With respect to this result, it will 
be discussed in a later chapter. 

3. Relation between amount of milk fat and different Arakawa’s reaction 
in one and the same mothers (Cf. Table 10). 

It may be easily observed from Tables 3, 4, 5 and 6 that fat content of 
milk samples from both sides of the breast of one and the same mothers 
shows more or less different value except for a few cases. As is shown in 
Table 10, there are 171 cases of mothers who were of diffetent Arak awa’s 
reaction on different sides of the breast and whose fat content on both sides 
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of the breast was estimated. Of all the 171 cases, ca. 80% of them had a 
larger amount of fat on the weaker side of Arakawa’s reaction. A similar 
relation was observed also in each group of different Arakawa’s reaction. 
Namely, the great majority of lactating mothers with different A rakawa’s 
reaction on different sides of the breast showed a higher fat content on the 
weaker side of the reaction. Thus, the general rule, that, the weaker the 
Arakawa reaction, the higher is the fat content of human milk, holds true 
in one and the same lactating mothers with different Atakawa’s reaction on 
different side of the breast. 


TABLE 10. 


Relation between amount of milk fat and different Arakawa’s reaction 
on different sides of the breast in one and the same mothers. 





Arakawa-negative milk 



































Arakawa- re. 
| positive Intermediate reaction Completely Total 
milk Better inter- | Worse inter-| Arakawa- 
P ia | mediate | mediate _|negative milk = 
No. of f all the cases | 21 cases | 41 cases | 89 cases 20 cases 171 cases 
= = sitininaiii ae a : ‘ 
oa of hae with ot 14 cases | 30 cases | 73 cases 17 cases | 134 cases 
at content on the side of the | 
weaker A takaw a reaction| 66.7% | 73.2% 82.0% 85.0% , 78.4% 
- of « cases with ~ees 2c cases | 1 case | oO case Ocase | 3 cases 
takawa’s reaction with| 9.5% 2.40/ 0.0% 0.0% 1,89 
equal fat content /o Vo U/o /o 
No. of cates with ¢ the larger 5 cases | 10 cases | 16cases | 3 cases 34 cases 
at content on the side of the 
stronger Arakawa reaction) 23.8% 24.4% | 18.0% 15.0% 19.8% 








4. Fat content of human milk with very different reaction on different sides 
of the breast in one and the same mothers (Cf. Table 11). 

Only 9 cases out of all 304 cases, in which fat was estimated on both 
sides of the breast, showed a very different reaction viz. positive Arakawa’s 
reaction on one side of the breast and completely or almost completely nega- 
live reaction on the other. As is shown in Table 11, 100% of the cases were 
of a higher fat content on the weaker side of Arakawa’s reaction. The 
average of the positive sides was 2.9% and that of the negative sides amounted 
to 4.5%. Both averages were slightly higher as compared with the averages 
shown in Table 7 (the average of all the positive milk and of all the completely 
negative milk samples were 2.8% and 4.2% respectively). 

5. Variation of milk fat according to the age of infant (Cf. Table 12). 

As is given in Table 12, no significant differences of fat content were 
observed within 9 months of infant’s age in each group of different Ara- 
kawa’s reactions. But in late milk a somewhat different result was observed. 
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TABLE 11. 
Fat content of human milk with very different reaction on different 
sides of the breast in one and the same mothers. 















































x e No. of —_ , Arakawa’s reaction Fat content % 
wz periment | Name + 
os presented| of Positive side Negative side Positive | Negative 
6 3 | in Tables | infant id 4 
Z| 4and5 vurywe 5 vryvys mane side 
;7 eS KIL |HHHHH R444 4 (L)t| 3.2% | 43% 
2 27 NK. | dt i ft # Ht (R)|— te ee) | 32, | 5.4, 
3 42 CA |HHHHH(R|----- qd); 20, | by 
4 44 T.K.t | + dt d+ HH + (R)| —- —- -— - oo! dh, | Oe 
5 2 T.r. | + + tt Hh Ht (R) | — — — — + (R) 29, | 46, 
6 12 NL |HHeeee@®|—---—-—+@)| 33, | 54, 
7 13 SY. |HHHHH(R | --—-—+2()/ 34, | 67, 
* 104 HO |} HHHHH(DL)|—-—-—+2+(R)|} 25, | 33, 
9 119 T.S. HHtHtH(LD | -—---- - (R) 7, | Ss, 
De NEE oii. cats ck ca dc den stdtoescexsnssinny eves | 2.920% | 4.45% 
* (R)=Righf. 
t (L)=Left. 
t Lues congenita. 
TABLE 12. 
Variation of milk fat according to the age of infant. 
Arakawa-negative milk 
Arakawa- Intermediate reaction | Completely All the cases 
| positive milk |“ Better inter- | Worse inter- | Arakawa- examined 
Age of infant | mediate mediate | negative milk | _ 
M=month | § a S » § 8 » Sa S » § Sy 5 Sy 
ce $alse alse Belse 82/82 Be 
Se 45/82 2/82 aGei82 E/8E <5 
#0 SS/#6 5&/#6 532/06 53&/|#0 5G 
om ee ee ee i Zz 
1— 3M 2.89% (16) | 3.60% (18) | 4.05% (59) | 3.60% (32) | 3.57% (125) 
4— 6M | 2.96, (41) 
7—9M | 288, (19) 
10-12M |318, (20) 


13—18M | 2.78, (18) 
Over 19M _ | 2.75, (2) 





3.31, (28) | 3.60, (41) | 416, (16) | 3.54, (126) 
3.62, (25) | 4.17, (39) | 436, (10) | 3.94, (93) 
3.98, (26) | 3.96, (22)|4.79, (13) |3.99, (81) 
3.96, (9) |3.80, (47)| 455, (15) | 4.02, (89) 
4.77 (12) | 5.01, (20) | 485, (8) | 4.81, (42) 








There was no significant variation in Arakawa-positive group, though the 


highest figure was seen in the column : 10-12 months. 


On the contrary, in 


the 3 groups (Groups II, ITI and IV)* of negative Arakawa’s reaction, 
marked increase of fat content was seen in the late milk (3.96, 4.77 in Group 


II, 3.80, 5.01 in Group III and 4.55, 4.85 in Group IV). 


Further, we know 


from Table 12 that also in the same number of infants of age, in the case of 





* See the classification of Arakawa’s reaction on p. 138. 

















153 


Fat Content of Human Milk and Arakawa’s Reaction 


Arakawa-positive reaction, the average fat content was always lower than 
that in the case of Arakawa-negative reaction. Besides, it is rather remarkable 
that fat content (3.6%) of completely Arakawa-negative milk was relatively 
low in the first 3 months. 

6. Fat content according to the age of mothers and Arakawa’s reaction (Cf. 
Tables 13 and 14). 

It seems from Table 13 that there is almost no significant difference of fat 
content according to the age of mothers and Arakawa’s reaction. Butin 
the average of all the milk samples, the loweste value was observed in the 
column : 25 to 29 years of mother’s age. If, however, Arakawa’s reaction 
is considered, in the cases of Arakawa-positive reaction fat content was lower 
than that in the cases of Arakawa-negative reaction in the same age. But if 
I here divide all the mothers into two series viz. those with the age from 25 


TABLE 13. 
Variation of human milk fat according to the age of mothers 
' and according to Arakawa’s reaction. 





Arakawa-negative milk 


























Arakawa- Intermediate reaction Completely | All the cases 
positive milk |“ Better inter- | Worse inter- Arakawa- | examined 
Age of et ___|__mediate | mediate negative milk ar 
popaaaet Sw 6 | - 6 - ro § 6 § 6 
ove 92 Fels 3e/52 dg\82 gn/52 is 
se g° ise gelss Be ies geiss ge 
& . if 2 1s = te Z ie Z 
19~24 y 3.12% (15) | 4.76% (10) | 3.66% (37) | 4.21% (19) | 3.83% (81) 
25~29 y 2.82, (53) | 3.81, (46) | 3.79, (81) | 4.07, (24) | 3.64, €(204) 


30~34y | 258, (22) | 3.60, (34) | 4.15, (72) | 4.19, (32) | 3.82, (160) 
Over 35y | 3.15, (20) | 3.65, (28) | 3.76, (35) | 4.68, (17) | 3.77, (100) 


TABLE 14. 


Variation of milk fat according to the age of mothers. 





Arakawa-negative milk 
Arakawa- Intermediate reaction Completely | All the cases 




















positive milk “Better inter- | Worse inter- Arakawa- | examined 
; mediate | mediate negative milk ~ a. 
wer. tie Sie So the Shee Slee 2. 
c= oo | Gs 038 | ‘sa oo | cs 96 | cs vo 
a an 2 22 | 2 ® 

Z ie = i¢ Z ie Z le Z 
A* 2.81% (75) | 3.71% (80) | 3.96% (153) | 4.13% (56) | 3.69% (364) 
Bt | 3.14, (35) | 3.93, (38) |.3.70, (72) | 4.40, (36) | 3.74, (181) 

e Biiccsies Between 25 and 34 years. 


Fasheney Below 24 years and over 35 years. 
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to 34 years (Series A) and those below 25 years and over 35 years (Series 
B), an inclination will, as is seen in Table 14, be seen that the fat content of 
Series A was lower than that of Series B in each group of different Arakawa’s 
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reaction (except for the group of the worse intermediate reaction). 


7. Monthly and seasonal variation of human milk fat according to Arakawa’s 


reaction (Cf. Tables 14 and 16). 


In Table 15, I distributed all the milk samples monthly from July (of 
1940) to July (of 1941) according to Arakawa’s reaction, but I could not 
find any significant difference among them by this distribution. This may 
perhaps be due to the unequal distribution of the cases according to the month 


TABLE 15. 


Monthly variation of human milk fat according to Arakawa’s reaction. 





Arakawa-negative milk 


























Arakawa- Intermediate reaction ites ; 4 | Total 

positive milk “Better inter- | Worse inter- | Pron anyon | 

Months mediate mediate | tome 
~~) a 13) n Vv nr 7) an ~) 2) 
2° a a° Zela°? Zs a? Zia? Z¢ 
VI 3.22% (11) | 3.44% (6) | 3.45% (2) | 5.00% (2) | 3.46% (21) 
VIII 2.36, (14)|430, (18) | 400, (24)| 490, (8) | 3.89, (64) 
IX 2.86, (31) | 3.64, (30) /3.90, (38) | 418, (11) | 3.56, (110) 
x  |282, (12)/459, (6) | 452, (18)|461, (8) 13.34, (54) 
xr |332, (4)|362, (8) /384, (48)|356, (18) |3.72, (78) 
XII - (0) | 3.30, (4) | 3.63, (20) | 4.37, (18) | 386, (42) 
» I |286, (2)| * (0) | 440, (4) |320, (2) |3.72, 8) 
Il 282, (4) / 426, (8) |3:78, (6) | * (0) | 3.79, (18) 
III 2.90, (8) /331, (9) | 5.02, <9) |345, (2) |3.75, (28) 
IV 2.80, (7) |3.30, (13) | 3.92, (23) | 4.50, (11) | 447, (54) 
Vv 3.71, (15) | 3.55, (14) |354, (35) | 426, (12) | 3.67, (76) 
VI 1.80,  (2)| * (0) | 465, (6)! * (0) | 3.89, (8) 
VI 2.20, (6) | 716, (2) | 5.60, (2) | 256, (4) | 342, (14) 








* I did not come across a single case. 


TABLE 16. 


Seasonal difference of human milk fat according to Arakawa’s reaction. 





Arakawa-negative milk 











Average of all 





Seen Arakawa- Intermediate reaction Completely ‘ 
positive milk |" Better inter- | Worse inter- Arakawa- milk samples 
| mediate mediate negative milk 
From . 2.92% 3.93% 3.95%, | 4.30% | 3.81% 
VtoX (91 samples) | (76 samples) | (125 samples) | (45 samples) | (328 samples) 
From 2.92%, 3.55% 3.93% | 403% | 3.70% 
XI to IV (25 samples) (42 samples) | (110 samples) | (51 samples) | (337 samples) 
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of the year. Then I divided the milk samples into two seasons—warm and 
cold seasons. Here, as is shown in Table 16, fat content was slightly higher 
in the seaion of higher temperature in each group of different Arakawa’s 
reaction. 

8. Fat content and difference of the state of secretion in one and the same lactating 
mothers (Cf. Table 17). ° 

In Tables 3-6, the state of milk secretion in one and the same mothers 
was shown by signs i.e. R>L, R=L and R<L. The sign ‘“‘R>L” means 
that milk secretion of the right side of the breast is more abundant than that 
of the left, and “‘ R<L ” means the contrary. But ‘‘ abundant ” or “‘ scanty ”” 
secretion was noted according to what mothers stated ; actual amount was not 
measured. So, the following description is a . preliminary report. Excepting 
the cases in which fat was estimated only on one side of the breast of one and 
the same mothers, there are 91 cases of mothers who showed more or less 
different state of milk secretion on different sides of the breast. As it can be 
seen from Table 17, milk fat showed a lower value in the side of better secre- 
tion in one and the same mothers. 


TABLE 17. 
Fat content and state of secretion in cases of different 
Arakawa’s reaction. 

















Sidi, is Arakawa-negative milk wii 
| positive res “RE a GO milk 
} P ilk | Better inter- | Worse inter- A o . y samples 
Bw mediate mediate remnant 
negative milk 
No. of cases in all 15 cases 19 cases 44 cases | 13 cases 91 cases 
The cases in which fat showed | F i 
a lower value on side of better} 11 cases | 9 cases | 31 cases 10 cases 61 cases 
secretion in one and the same} (73.5%) | (47.5%) | (70.5% (77.0%) (67.0% 
mothers j 
The cases in which fat showed | j as oer 
a lower value on side of poor} 4 cases 9cases | 11 cases 3 cases 27 cases 
secretion in one and the same} (26.5%) (47.5%) | (25.0%) (23.0%) (30.0% 
mothers | 
The cases in which fat showed | 
equl value on both sides of} 0 case 1 case 2 cases 0 case 3 cases 
the breast in spite of different; (0 %) (5.0%) | (4.5%) (0%) | (3.0%) 
secretion } 








9. Fat content of milk in the case of poor secretion of milk on both sides of the 
breast (Cf. Table 18). 

Those who were scanty in milk secretion are marked as “‘ p” in Tables 
3-6. This was noted according tc what mother stated; so what will be 
related here is a preliminary report too. As it will be seen from Table 18, 
the average fat content of four groups of different Arakawa’s reaction are 
remarkably higher respectively if those are compared with the averages which 
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were shown in Table 7. The average of all the milk samples scanty in secre- 
tion was 4.1% (Cf. Table 18), while that of all 565 milk samples was 3.7% 
(Cf. Table 7). Milk of scanty secretion thus seem to have a higher fat content 
than milk of abundant secret on. Onthe other hand, 17.5% of all the Araka- 
wa-positive cases aws scanty in secretion, while in the completely Arakawa- 
negative cases, those of poor secretion amounted to 32.8%. From this we 
know that “‘ poor secretion ” is more frequently observed among Arakawa- 
negative cases than among Arakawa-positive cases. 


TABLE 18. 
Fat content of human milk in the case of poor secretion and 
its relation to Arakawa’s reaction. 
° 





Arakawa-negative milk 

















| ‘caiman: Intermediate reaction Completely | All the case 
milk Better inter-| Worse inter-| Arakawa- examined 
mediate mediate |negative milk 
How many women were in| 12 cases 12 cases 30 cases 17 cases 71 cases 
state of bad secretion on both} out of out of out of out of out of 
sides of the breasts 63 cases 63 cases 126 cases 52 cases 304 cases 

















Its % for the all cases exa-|_,,7c0. | . . 
miood oe San Ge aaeee —_ (17.5%) | (17.5%) | (23.8%) | (32.8%) | (23.4%) 





Average fat content ...... | 3.44%, 


| 4.00%, | 4.35% | 4.30% | 4.13%, 





Discussion. 


1. There are numerous references to the fat content .of human milk 
which have been reported during the past half century. Every pediatrician 
knows that fat content of human milk lies between 3 to 4%. So, I will cite 
here only a few data out of many reports as is seenin Table 19. The average 
human milk fat under the circumstances of the present study is 3.7% (3.69%) 
(my own figure, avarage of 565 milk samples). So there is no essential dif- 
ference between the average of milk fat content hitherto reported and that of 
my own. And relatively wide range of fluctuation of milk fat is what has 
already been accepted in one accord by many workers who have studied the 
subject. In my own investigation also, such a range was observed, viz. fat 
content of human milk fluctuates in a wide range from 0.4% to 9.6%. 

2. Above all, I will here discuss the relation between human milk fat 
and Arakawa’s reaction, the chief aim of the present study. As is widely 
known, milk fat presents a relatively large fluctuation even in one and the 
same body due to several factors, but I was akle to see a certain relation be- 
tween the amount of milk fat and Arakawa’s reaction, keeping the circum- 
stances of the-experiment as constant as possible, to prevent the sources of 
error. Generally, human milk negative to Atakawa’s reaction is higher in ° 
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TABLE 19. 


Some data of reported fat content of human milk. 





Fat content of 
human milk 
er | , | Chemie der Menschlichen Nahrungs- und Genussmittel, 

J. Konig | 474% 4th edit., 1903 Berlin, Vol. I, 110. 


Name of authors | Literature 























St. Engel | 45 % | wine Handbuch der Milchkunde, 1909 
"HA Tanaka | 3.77% | Chugai Iji-shimpo, 1913, No. 799,879. Vedisieiaild 
S. Kuriyama | 3.07% | Zika Zassi, 1914, No. 172,701. pee 
“T.Narabayashi | 3.84% | Zika Zassi, 1916, No. 192, 381. ‘ 
~W. Denis and a 3.0 % P 


re 9 | Amer. J. Dis. Childr., 1919, No. 18, 97. 
° = 


_F.B. Talbot 
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3.69 % | The present report 


* That of wet nurses. 


the average fat content ** than Arakawa-positive milk. As is shown in the 
foregoing chapter, this fact has been demonstrated from several directions in 
my Own investigation, namely, a) from the comparison of the average fat 
content of milks of different Arakawa’s reaction, b) from the state of the 
distribution of milk fat-content according to cases of different Arakawa’s 
reaction, c) from the cases of one and the same mothers with different and very 
different Arakawa’s reaction on different sides of the breast andsoon. And 
as before mentioned,t Arakawa-negative milk is generally a “‘ bad” milk. 
According to my experiment, the fat content of Arakawa-negative milk or 
“bad ” milk is higher than that of Arakawa-positive or “‘ good ” milk. This 
interesting result seems to be full of suggestion. It is generally accepted that 
of the main organic ingredients of milk fat is the most difficult for an infant 
to digest. Every pediatrician, who treat nutritional disturbance of infantile 
cases fed on breast milk exclusively, may consider for one cause that it may 
probably be due to some chemical change of milk composition. Indeed, a 
very extensive literature has grown up during the past half century on this 
subject, but conclusions are conflicting, so that it is very difficult to draw a 
coherent theory from them. Therefore no special importance has been at- 
tached to the chemical nature of human milk in the description of text-booktt 
of pediatrics hitherto published. For example, Abt’ writes in his Look : 
**. . .In general, it may be stated that only under rare circumstances will the 





** If strictly spoken, the average fat content of milk before feeding. 
t See Introduction on p. 134. 
tt Especially recently published. 
10) I.A. Abt, Abt’s Pediatrics, 1st edit., 1924 Philadelphia and London, Vol. III, 297 and 298. 
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baby fall ill from the breast milk of its own... It is generally held that in 
the majority of instances, the breast milk of every mother is suitable for her 
own infant ”’. 

Indeed, in general the only ideal food for an infant is mother’s milk. 
But every pediatrician in our country knows that milk from a beriberi mother 
is not suitable for an infant. Thus, the ideal food for an infant, mother’s milk, 
is in some instances not ideal for him. Then, is fat-rich milk a good mibk or 
abadone? The text-books of pediatrics hitherto published could not answer 
such a question clearly ; what A bt writes (see later) about human milk fat will 
be all the text books might answer. 

In 1930, a quality diagnose of human milk was published from this 
Laboratory—Arakawa’s reaction. Standing on this new basis, if we look 
at the result of the present investigation, we can say that the milk with high 
fat content is generally a “‘bad” milk. Abt!” who has not put much im- 
portance on the chemical nature of human milk as cited above, writes further : 
**, . It has been definitely shown that some mothers produce a milk which is 
excessive in fat ; others, one abnormally poor in this food element. The milk 
which contains an excess may cause dyspeptic symptom’? .* 

On the other hand, there are many references concerning the relation 
between fat assimilation and vitamin B, but I will here cite only a few reports 
to which the present work of mine is closely related. In the cases of beriberi 
or of experimental B-avitaminosis, a marked lipemia was observed by a num- 
ber of workers!*"!” both in human as well as in animals. According to 
Collazo and Bosch’s paper™, in the course of experimental B-avitaminosis 
of dogs, an initial decrease of total blood fat occurred, followed by a marked 
lipemia, then again blood fat began to decrease when death came near. They 
state also that the duration of alimentary lipemia by peroral intake of large 
amount of fat was long in B-avitaminotic animals as compared with those of 
normal dogs. Sure et al*®) and others observed a marked reduction in the 
efficiency of digestion of pancreatic lipase and esterase in vitamin B deficiency. 


11) T. Arakawa, Tohoku J. Exp. Med., 1930, 16, 107. 
* Not éfa/ic in the original. 

12) T.Ogata,S. Kawakita, H. Okaand S. Kago-shima, Nisshin-igaku, 1921, 10, 761. 

13) Ts. Sakamoto, Y. Shinoda, T. Nishikata, M. Hosoya and K. Tadenuma, 
Tokio Igakkai Zassi, 1922, 36, 1405. 

14) J. A. Collazo and G. Bosch, Biochem. Ztschr., 1923, 141, 370. 

15) K.Asada, Biochem. Ztschr., 1923, 141, 166. 

16) Y. Tsuji, Iji Shimbun, 1924, No. 1141, 654. 

17) S. Ozawa, R.IIwatsuru, S. Hosokawa and M. Kusunoki, Iji Shimbun, 1924, 
No. 1143, 753. 

18) B. Sure, M. Kik and K. Buchanan, J. Biol. Chem., 1935, 108, 27. 
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As is well known, Evans and Lepkovsky’®® maintain the sparing action 
of fat on the antineuritic vitamin B, though there are the objections of Sure?»**) 
and others. 

But as to the relation between milk fat content and beriberi or B-defici- 
ency, there are only a few reports by Narabayashi*, Maeda™ and 
Chiba®” within my knowledge. Narabayashi®®» saw a marked decrease 
of fat content in the milk of mothers (40 cases in all) whose babies were 
suffering from infantile beriberi. According to his report, the average 
fat content of 40 beriberi milks was 2.7%. According to Maeda’s*” 
report, the average fat content of 30 beriberi milks was 3.65%, but he did not 
admit any bearing on it, though his result was slightly higher than the average 
content of normal milk reported by Kuriyama*. Chiba*® could not come 
to any definite conclusion whether milk fat increase or decrease in B-avitami- 
notic cows. Thus their results are conflicting with each other. Narabaya- 
shi’s*® result and my own seem to be quite antithetical to each other. But 
this is very interesting to me and seems to be full of suggestions of which I 
am going to relate in the following lines. 

As above stated, in general Arakawa-positive milk shows a higher per- 
centage of fat content than Arakawa-positive case, but if we look into the 
details of the results, we can find very instructive points. If we see the state 
of the distribution of milk samples (Cf. Tables 8 and 9), we know that the 
widest distribution (from 0.4% to 9%) is seen in the group of completely or 
almost completely negative Arakawa’s reaction though the average fat com 
tentishigh. But about 40% of the samples are of lower fat content than 3.5% 
(Cf. Table 8), and as is shown in Fig. 5, there are two peaks in the distribution 
cutve of completely negative cases, though I can not say definitely whether 
this was an accidental result or not. Besides, the age of infants in wich in- 
fantile beriberi is most frequently observed is below 3 months. As will be 
seen from Table 12, the average fat content of this age in the completely 
Atakawa-negative cases amounts to 3.6% which is markedly lower than those 
in the older ages of the same reaction. 

In the recent 10 years, the cases of infantile beriberi have markedly de- 


19) H.M.Evansand S. Lepkovsky, J. Biol. Chem., 1929, 83, 269. 
20) H.M.EvansandS.Lepkovsky, J. Biol. Chem., 1932, 96, 165 and 179. 
21) B. Sure, Proc. Soc. Exp. Biol. & Med., 1935, 30, 622. 
22) B.Sureand K.S. Buchanan, Proc. Soc. Exp. Biol. & Med., 1935, 33, 75. 
23) T.Narabayashi, Zika Zassi, 1916, No. 192, 381. 
24) I. Maeda, Zika Zassi, 1922, No. 267, 1053. 
25) T. Chiba, Rinsho Igaku, 1929, 17, 179. 
* See Table 19. 
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creased in our countryt probably owing to the improvement of mother’s 
medical knowledge and to the wide use of vitamin B preparations of high 
potency. We see never the very typical cases of infantile beriberi in our 
Dispensary. Only a few of less typical cases are observed every year. On the 
contrary, latent or other forms of B-avitaminosis are diagnosed nowadays, 
though the diagnosis is not easy. Though infantile beriberi is a disease of an 
nfant who is fed on milk of a beriberi mother, it is well known to every 
pediatrician in this country that it is often the case that on one hand a baby is 
sick of infantile beriberi in spite of apparently healthy condition of his mother, 
while, on the other, on the contrary, an infant does not show any symptom 
of infantile beriberi in spite of his mother’s manifest beriberi. Hence, a num- 
ber of pediatricians believe that the etiology of infantile beriberi is B-avita- 
minosis plus another factor and that infantile beriberi is only one form of 
B,-avitaminosis of infant: For instance, methyl glyoxal like substance or 
substances, which is identified in the Arakawa-negative human milk by 
Takamatsu” and by Sato*)®%, may be one of factors of the etiology of 
infantile beriberi. Aad, though Arakawa-negative milk is milk from a B,- 
avitaminotic mother, those who are fed on such milk do not always suffer 
from infantile beriberi. There are also other forms of B-avitaminosis of 
breastfed infants. 

In 1930, Prof. Sato named the latent state of infantile B,-avitaminosis 
“infantile preberiberi ”’? and published the three kinds of infantile manifest 
Byavitaminotic diseases : 

——infantile beriberi 
so-called human milk intoxication 
—— infantile B-avitaminotic dyspepsia 

An infant will, according to him, develop infantile preberiberi, if he is 
fed on Arakawa-negative milk and will, as he stated, go over into infantile 
beriberi or so-called human milk intoxication or infantile B-avitaminotic 
dyspepsia, if it is not adequately treated. 

Now I make bold to form a hypothesis. This is not an “‘ active ” hypo- 
thesis—so to speak—, but a hypothesis which may possibly be able to 


t+ But, in other oriental countries, where rice is eaten as chief food, infantile beriberi is still 

prevalent among infants. According to Fehily*®), even in civilized Hongkong, infantile beriberi 
is very prevalent in its severe form among Chinese people. She experienced that Arakawa’s re- 
action of human milk was negative in many Chinese lactating mothers. 

26) I. Fehily, The Caduceus, 1940, 19, 78. 

27) A. Takamatsu, Tohoku J. Exp. Med., 1934, 23, 46. 

28) Sh. Sato, Tohoku j. Exp. Med., 1939, 37, 62. . 

29) Sh. Sato, Tohoku J. Exp. Med., 1939, 37, 222. 

30) A. Sato, Gutaiteki Shonika-gaku (Pediatria Concreta), 1st edit., 1930 Tokio, Vol. 1, 245. 
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explain conflicting results obtained by different authors. According to 
Prof. Sato, infantile preberiberi goes over into the three kinds of disease. 
Of these three I shall discard so-called human milk intoxication, because 
this is a very rare disease compared with the two others. Now from 
the view-point of fat, Arakawa-negative milk is in a word fat-rich milk, 
but the range of fluctuation of fat content is wider in the Arakawa- 
negative group (Cf. Table 7) than in the Arakawa-positive group, 
so that in the former group there are many fat-poor milks as well as 
fat-rich milks. And if I dare to suppose, infants who have been fed on 
fat-poor milk may become to be sick of infantile beriberi, while those who 
have been fed on fat-rich milk may become to be sick of B-avitaminotic 
dyspepsia. In this point it is interesting that completely Arakawa- 
negative milk is relatively fat-poor within 3 months of delivery (Cf. 
Table 12). Only do not misunderstand! I do not say that infants fed on 
fat-poor human milk will be sick of infantile beriberi. I say that infant fed 
on fat-poor Arakawa-negative milk may be sick of infantile beriberi. 

Presumably, the fat content of milk may also be different in amount 
according to the stage and degree of B-avitaminosis of mothers. According 
to Collazo and Bosch’s paper,™ there are three phases in the total blood 
fat of dogs in avitaminosis i.e. the stage of initial hypolipemia, the: stage of 
matked lipemia, and decreasing stage before death. Hence, I may assume 
that fat content of milk is high in the initial stage of B-avitaminosis (or 
betiberi) and tends to decrease in the improved stage of B-avitaminosis. 
Conflicting results of Maeda™, Narabayashi®® and my own may perhaps 
be due to these relations. I suppose that at the time of Narabayashi’s*” 
experiment, infantile beriberi was more prevalent and generally avitaminotic 
-state of mothers was severer than at present. Recently, the cases of infantile 
beriberi have decreased markedly and generally the avitaminotic state of 
mothers has become milder, but the latent form of avitaminosis has not de- 
creased very much. Consequently, the difference of the results between 
Narabayashi’s* and my own have appeared. According to Narabaya- 
shi’s®® report, the average fat content of 40 beriberi milks was, as before de- 
scribed*, 2,7%, while in my experiment, the average fat content of 96 milks 
samples out of 52 completely Arakawa-negative mothers was 4.2% and that 
of 449 samples out of 241 Arakawa-negative mothers was 3.9%. No one can 
feel more sensible than I do of the necessity of further experiment on this 
subject. I will here report it only preliminarily. 

At any rate, the fact that fat content of Arakawa-negative or ‘‘ bad” 


* See p. 159. 
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milk is high is very interesting. On the injury due to high fat content of 
milk upon infant’s digestion, there are a number of reports in literature, 
though I shall not relate of them here. 

3. As to the variation of milk fat according to the age of infant, I saw 
that the fat content was high generally in late milk. This was what has been 
already demonstrated by many authors (for example, Nakamuraand Isoda™® 
and Bell® etc.). But, if I see the details of my result (Cf. Table 12), the 
increase of fat content was not observed in late milk of Arakawa-positive 
group. This shows that even the late milk, as far as its Arakawa’s reaction 
is positive, might well be called a “‘ good ” milk. As to the lower fat content 
of the first 3 months in the completely Arakawa-negative milk, it has already 
been discussed. 

4. As to the variation of milk fat according to the age of mothers, I 
could not find any significant difference. The difference of milk fat between 
Series A and Series B (Cf. Table 14) is very small. Whether this difference 
was really significant or not, I can not say. 

5. It seems to me that fat content of human milk was slightly higher in 
the hot season (Cf. Table 16). There are also conflicting reports in the litera- 
ture on this subject. For example, Kuriyama™ saw a high fat content in 
winter, but Tanaka®™ and Narabayashi™ saw a high fat content in sum- 
mer. 

6. As to the fat content of human milk and the state of milk secretion of 
nursing mothers, J have observed it from two directions. One direction is 
cases of one and the same mothers who showed different state of milk secreton 
on different sides of the breast, and the other is cases with the mothers who 
had poor secretion on both sides of the breast (Cf. Tables 17 and 18). In both 
cases, I have shown that milk fat was high in the case of hypofunction of the 
mammary gland. This was also what has been reported by Enge |*° and 
many other authors. Engel*®) states that the amount of milk secreted and 
percentage of fat are innversely proportional. According to Yanagawa’s 
report, generally nursing mothers with negative Arakawa’s reaction 
secrete somewhat smaller amount of milk than those with positive Arakawa’s 
reaction. In my experiment too, it seems that cases with poor secretion were 
observed more frequently in the Arakawa-negative group as is shown in Table 
18. 

31) M.NakamuraandS. Isoda, Zika Zassi, 1923, No. 282, 1358. 
32) M. Bell, J. Biol. Chem., 1928, 80, 239. 
33) Sh. Kuriyama, Zika Zassi, 1914, No. 172, 701. 
34) H. Tanaka, Chugai Iji-shimpo, 1913, No. 799, 879. 


35) St. Engel, Arch. f. Kinderhk., 1910, 53, 241. 
36) S. Yanagawa, Tohoku J. Exp. Med., 1914, 40, 236. 
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Thus from the analysis of human milk, I have shown a new proof to the 
fact that Arakawa-negative milk is a ‘*‘ bad” milk and is a milk from a B- 
avitaminotic body and that Arakaw4-positive milk is generally a “‘ good ” 
milk. 


Summary. 


In the present paper, fat content of 565 samples out of 304 nursing 
mothers were examined and the following questions were studied. 

1. As to human milk fat content according to the intensity of Ara- 
kawa’s reaction, human milk negative to Arakawa’s reaction is generally 
higher in fat content (3.85% Cf. Table 7) than the Arakawa-positive milk 
(2.84% Cf. Table 7). 

2. If all the milk samples are distributed according to the intensity of 
Arakawa’s reaction and according to the amount of fat, and if a dissecting 
line is drawn between 3.5%, 70% of Arakawa-positive milks have lower fat 
content than 3.5%, while 39% of completely Arakawa-negative milks show 
lower fat content than 3.5%, and fat content of Arakawa-negative milks fluc- 
tuates in a wider range than that of Arakawa-positive milk. 

3. Concerning the relation between milk fat and different Arakawa’s 
reaction in one and the same mothers, it has been shown that generally milk 
fat was higher in the breast with weaker Arakawa’s reaction. 

4. Inthe cases of one and the same mothers with very different reaction 
on different sides of the breast, 100% of the cases have shown higher fat con- 
tent on the weaker side of Arakawa’s reaction. 

5. As to the variation of milk fat according to age of infant, generally 
I saw a higher fat content in late milk except in the Arakawa-positive group. 
Arakawa-positive milk has shown lower fat content even in late milk. It 
will be noteworthy too that the average fat content in the first 3 months of 
completely Arakawa-negative milk has shown rather a low value. 

6. There was no significant difference of milk fat according to the age 
of mothers. 

7. It seems to me that milk fat was slightly higher in hot season than 
in cold season, but the difference was too small to attribute any significance 
to it. 

8. Fat content was higher on the side of poorer secretion in one and 
the same mothers. 

9. Fat content was higher in the milks from different women complain- 
ing of poor milk secretion on both sides of the breast. 

10. A hypothesis or rather a possibility has been proposed to explain 
the conflicting results of different authors and the possible relation between 
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human milk fat on one hand and infantile beriberi and B-avitaminotic dyspep- 
sia on the other. 


Conclusion. 


Human milk negative to Arakawa’s reaction is generally higher in fat 
content than Arakawa-positive milk. 


Diese Arbeit wurde durch die Unterstiitzung ,,der Ausgaben des Unterrichts- 
ministeriums fiir wissenschaftliche Forschung“ erméglicht. 
Prof. Akira Sato. 
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Uber die Proteasenwitkungen der Gefrier- 
schnitte der Gewebe. 
I. Mitteilung. Vergleichende Beobachtungen iiber die Proteasenwirkungen 


der Gefrierschnitte mit derjenigen der Mazeration und des 
Trockenpriparats der verschiedenen Organe.*? 


Von 
Masanosuke Hino. 
(A SF Bh Zz BH) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Fakultaét der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. Senji Utzino.) 




















In den meisten Enzymversuchen wird ein Mazerationsaft oder ein Trok- 
kenpraparat benutzt, obwohl man nicht sicher irgendeine Veranderung oder 
eine Verminderung der Enzymaktivitaét bei der Mazeration oder bei der 
Trocknung ausschliessen kann. Als eine Methode der naturtreuen Prozedur 
kommen Gefrierschnitte der Gewebe in Frage: 

Hier muss aber die Angabe Molowans (1932)”, dass die Gewebeschnitte 
des Tumorgewebes im Gegensatz zu normalen Gewebeschnitten sich als fast 
inaktiv gegeniiber Peptiden erwiesen, erwahnt werden. Diese Beobachtung 
lasst eine besondere Inaktivierung der Gewebeereptase der Gefrierschnitte 
vermuten, da die Gewebemazeration wie auch die Tumormazeration fast im- 
mer eine Ereptaseaktivitat zeigte, wie das schon nachher von Utzino und 
Yosioka (1936 u. 1936)” festgestellt wurde. 

Nachdem ferner Utzino und Sakai (1941)® darauf aufmerksam gemacht 
hatten, dass sich die Gewebeproteasen, Katheptase und Ereptase, als emp- 
findlich der Mediumsreaktion gegeniiber erwiesen, muss man hier auch die 
Frage beantworten, ob die Aktivitat des Enzympraparats bei der Mazeration 
oder der Trocknung nicht beeintrachtigt wird. 

Deshalb hat Verf. hier unter Leitung von Prof. Dr. §. Utzino das 
Studium des enzymologischen Verhaltens der gefrorenen Gewebeschnitte un- 
ter vergleichender Beobachtung mit demjenigen der Mazeration und des 


*) §S. Utzino und Mitarbeiter: Uber die Gewebeproteolyse. VI. Mitteilung. 
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Versuchsteil. 


Die Organstiickchen, die von Gefissen und Fettgeweben befreit worden waren 
und in der Hauptsache die eigentlichen Gewebeteile des Schweins enthielten, wurden 
durch das Gefriermikrotom in Gefrierschnitten von 2 ccm Quadratmesser onl 150 
Dicke abgeschnitten und als solche méglichst schnell in Versuchen verwendet. Als 
Enzymansatz kamen je 4 Gefrierschnitte, in 2 ccm Wasser suspendiert, in Gebrauch. 
Zum Vergleichszweck wurden einerseits 2 ccm Mazeration, die 4 Stiickchen gut 
zerriebener Gefrierschnitte in 2 ccm Glycerin-Wasser (1:1) enthielt, oder anderer- 
seits 2 ccm Suspension von Trockenpulvern, die aus 4 Stiickchen nach der Aceton- 
Ather-Trockenmethode bereitet wurden, bei einem Versuch verwendet. Je 2 ccm 
Enzymlésung (=4 Schnitten) fiigte man zu je 10 ccm 4 %iger Eiweiss (Casein Ham- 
marsten oder Gelatine K C)- oder Pepton K-Pufferlésung hinzu. _Fiir die Aktivie- 
rung der katheptischen Wirkung bewahrte man 2 ccm Enzymlésung mit 2 ccm 0,2 
Mol-Cystein HCl-Lésung (mit Natronlauge neutralisiert) oder mit 2ccm Wasser 
ohne Cystein zur Kontrolle bei 37° C 30 min lang auf. Der Gesamtansatz wurde 
mit Phosphatpuffer unter Einstellung bei einem bestimmten ph-Werte auf 22.ccm 
gebracht und unter Toluol bei 37° C digeriert. 

Zur Kontrolle digerierte man Enzym-Puffer ohne Substrat unter den gleichen 
Verhiltnisbedingungen bei 37° C. Die Aciditat in 4ccm Digestat ermittelte man 
nach der Formoltitration und gab die korrigierten Werte in der Tabelle an, nachdem 
die Kontrollwerte von den bei dem Hauptversuch gewonnenen Werten abgezogen 
wurden. 

Tabelle 1. 

Katheptase- und Ereptasewirkung der Gefrierschnitte von Leber, Niere 

und Milz des Schweins unter vergleichender Betrachtung 
ihrer Mazeration und Trockenpulver. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 


_Gelatine C (1,8%) ph 4,5 | Pepton K C (1,8%) ph 4,5 Pepton K C 




















2 2 6 Ohne Cystein Mit Cystein | Ohne Cystein | Mit Cystein (1,8%) ph 7,8 

Plelizgl#lslz!]# i sy jgl#lslz2e] #8] s lel#l, 

SiRF eZ 21 E Ele Ela) a) Egle 

| Ih |/Si€/ KR} A) a |H/S/h] HK |S] se [Hl Ie 

5 |0,1 | 0,1 |0,05' 0,3 0,3 0,2 | 0,1 |0,05' 0,05) 0,25 | 0,3 0,2 } 0,25 0,2 | 0,2 
(0,2) | (0,2) | (0,1) (0,15)| (0,25)| (0,15) 

Y 24 '0,55,0,5 (0,45 0,8 0,75 | 0,7 {0,5 | 0,45) 0,45) 0,75 0,75 | 0,65 | 0,7 | 0,6 | 0,6 
@ | (0,25), (0,25)| (0, 2) | (0, °25)| (0,3) | (0,2) 

= 172 11,1 [1,0 0,9 | 1,15 | 08-| 1,05 | 0,75 0,75. 0,6; 1, 15 | | 1,1 0,95 | 1,0 | 0,95 0,9 
! (0,05), (0,05)) (0, we | (0,4) (0,35), (0,35) 

| 5 10,15.0,15.0,1 | 0,3 | 0,251 0,25 10,1 10,1 10,051 0,25 | 0,25| 0,2 |0,35/0,35 0,25 
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a | (0,3) | (0,3) | (0,25) (0,3) | (0,3) | (0,3) 
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(0,45) | (0,3) | (0, "25) (0, ,25)| (0,2) | (0,25) 
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(0,15)| (0) | (0,1) | "| (0,1) | (0,1) | (0,0 
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Trockenpraparats aufgenommen. Da ausserdem Gewebeschnitte von einer 
estimmten Dimension einen richtigeren Wert ergeben, hat Verf. ferner in 
votliegender Arbeit grundlegende systematische Beobachtungen iiber Pro- 
teasenaktivitat der verschiedenen Organe angestellt. 
Sobald wie méglich nach dem Tode des Tiers wurde das Schweinegewebe 
im Gefriermikrotom in bestimmte Dimensionen (2 x 2 ccm Quadrat und 150 
Dicke) geschnitten und bei den Versuchen benutzt. Zum Zweck der ver- 
gleichenden Beobachtungen wurde eine Mazeration oder ein Trockenpraparat 
aus Schnitten in gleichem Mengenverhiltnis bereitet, indem Verf. vier Stiick- 
chen desselben in 2 ccm Glycerin-Wasser (1:1) gut zerrieb oder nach der 
Aceton-Ather-Methode trocknete. Als Substrat der sauren Proteasenwir- 
kung, der Katheptase, benutzte man hier Eiweiss und Peptonk6érper bei den 
Versuchen, da Sakai (1943)® schon auf die bemerkenswerte Unterscheidung 
dieser beiden sauren Gewebeproteasen, Kathoproteinase und Kathopeptonase, 
hingewiesen hatte. F 
Aus den Ergebnissen ersieht man, dass die Katheptasewirkung, Katho- 
proteinase (Kathepsin) und Kathopeptonase, der Leber-, Niere- oder Milz- 


Tabelle 2. 


Katheptase- und Ereptasewirkung der Mazeration von gefrorenem 
Leberbrei des Schweins. 


Ein Teil Leberstiick wurde in fliissigem Stickstoff gefroren, pulverisiert und mit der 3fachen 
Volummenge Glycerin-Wasser (1:1) in einem Méser gut verrihrt. Andererseits mazerierte man 
einen anderen Teil frisches nicht gefrorenes Leberstiick mit der 3fachen Volummenge Glycerin- 
Wasser (1:1) in einem Mérser bei Raumtemperatur gut. Diese beiden Enzymmazerationen 
kamen in Betracht. 2 ccm Mazeration aktivierte man mit 2 ccm 0,2 Mol Cystein-Lésung bei ph 6 
und 37° C 30 min lang. 

Versuchsansatz: 2ccm Enzymlésung mit 2ccm Cysteinlésung oder 2ccm Wasser ohne 
Cystein zur Kontrolle+10Q cam 4 %iger Gelatine- oder 2%iger Witte-Pepton-Lésung+8 ccm Puffer 
+Toluol ; digeriert bei ph 4,5 oder 7,5 und bei 37° C. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOQH) 


Gefroren Nichit gefroren 


| wctieanscadapebseSuabcenstes 
| | 
Substrate Zeit (st) | ph 4,5 ph 4,5 
| | Ohne] Mit | PBS | —Ohne =m | = 
_Cystein | Cystein | _ _|_ Cystein Cystein 
6 i 0,1 0,25 — | 0,1 0,25 _ 
» ° ie | | | 
Gelatine (KC) | 4 0,55 0,95 is we we 
1,8% | . , , 
| 72 0,95 1,1 —_ 0,9 1,05 _ 
6 6,1 0,2 ms + af 0,2 0,25 
iF ' 
ea itte) 24 0,4 0,85 0,8 | 0,4 | 08 0,75 
»” /0 } | | 


0,65 10 | : | 0,6 1,0 
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schnitte sich in deutlichem Grade entfaltete und auch deutliche Cystein- 
Aktivierbarkeit zeigte, die schwacher in Leberkathepsin und starker in Milz- 
und Nierenkathepsin auftrat (Tabelle 1). Diese Beobachtung muss fiir einen 

einahe vollaktiven Zustand des Leberkathepsins sprechen, da die Aciditats- 
zunahme im 72stiindigen Digestat nach der Cysteinaktivierung fast im 
gleichen Grad blieb. Die Kathopeptonase-Wirkung wurde in diesen 
Enzymarten fast gleichgradig, nur etwa stirker in Milzpraparat, durch 
Cysteinzusatz aktiviert und zeigte auch gleichstarke Aciditaétszunahme nach 
der 72stiindigen Digestion. 

Die Ereptasewirkung der Niere war bei diesen 3 Praparaten viel starker 
als diejenige der anderen beiden Organe. 

Die Aktivitét der trockenen Pulverpraparate, wie auch nach der Cys- 
teinaktivierung, scheint im allgemeinen etwas schwacher zu sein, wahrend 
die Aktivitit der Mazeration fast in gleichem Grade wie diejenige des 
Schnittes auftrat. 

Tabelle 3. 


Katheptase- und Ereptasewirkung von Gefrierschnitten der Lunge, des 
Herzmuskels und Grosshirns des Schweins unter vergleichender 
Betrachtung ihrer Mazeration und Trockenpulver. 





Aciditatszunahme i in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 
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¢ | | | | | 
5 en | | 
= 24! 0| 0| 0} 0,05/ 0,1 | 0,05 |0,05'0,05 0 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,2 | 0,2 | 0,2 
4 | | | €0,05)) (0,1) | (0,05), | || (0) | (0) | (0,05) 
© /72} 0} 0] 0} 0,1 | 0,1 | 0,05 |0,15/0,1 |0,05 0,2 | 0,15| 0,15 |0,3 |0,3 |0,2 
| | (0,1) | (0,1) | (0,05) | (0,05)| (0,05)| (0,1) | 
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Wahrend nur die Schnitte der Lunge eine schwache Aktivitat des Kathep- 
sins (Gelatine-Spaltung), nicht aber die Mazeration und das Trockenpraparat 
derselben und diese Lungenpraparate eine schwache Peptonaseaktivitat 
zeigten, trat eine deutliche Hydrolyse der Gelatine und des Peptons nach der 
Cysteinaktivierung auf (Tabelle 3). 

In Herzmuskelschnittchen wie auch in Mazeration und in Trockenpraprat 
bemerkte man fast keine Gelatinehydrolyse trotz der Cysteinaktivierung ; die 
Peptonspaltung jedoch trat besonders nach Cysteinzusatz zu Tag (Tabelle 3). 
Diese Beobachtungen stimmen gut mit den Ergebnissen Onisis (1942)® 
iiberein. 

Die Hirnpraparate schienen katheptisch sehr minderwertig zu sein. Die 
Gelatinehydrolyse war negativ und die Peptonspaltung auch fraglich (Tabelle 
3). 

Die Ereptasewirkung der Schnitte und der Mazeration der Lunge, des 
Herzmuskels und des Grosshirns fiel positiv aus, die der Trockenpraparate 
aber in schwacherem Grade. 

Die Hirnpraparate waren auch ereptisch am schwachsten (Tabelle 3). Bei 
den Versuchen mit einer grésseren Menge (5 Stiickchen) Hirnsubstanz blieb 
die Katheptase-Wirkung auch sehr gering (Tabelle 4). 

In der Driissenpraparaten, wie Schilddriise und Hoden hat Verf. eine 
deutliche Ereptase- und Katheptase-Aktivitét nachgewiesen, welch letztere 
durch Cystein merklich verstarkt wurde (Tabelle 5). 

Die Uteruspraparate zeigten auch eine deutliche Ereptase- und Kathopep- 
tonasewirkung. Die letztere wurde durch Cystein stark aktiviert. Die 
Aktivitat des Uteruskathepsins (Gelatinespaltung) kam erst nach der Aktivie- 
rung besonders in Schnitten zum Vorschein, wie dies bei dem Herzmuskel- 
kathepsin der Fall zu sein scheint. Auf Grund dieser Aktivitatverschieden- 
heit méchte Verf. einen Unterschied zwischen der Kathopeptonase und der 
Kathoproteinase des Muskelgewebes annehmen. | Die starkere Proteasenak- 
tivitat des Uterusgewebes diirfte nach der Meinung des Verf. wohl auf die 
Wirkung der Schleimhaut des Uterus zuriickzufiihren sein. Bei den Versu- 
chen mit den Gefrierschnitten der Magenschleimhaut stel]te man nur die 
Proteinasewirkung bei ph 2, also nur die Pepsinwirkung, nicht aber keine 
Hydrolyse bei ph 4,5 unter Cysteinzusatz und bei ph 7,8 fest (Tabelle 6). 

Wie Hirooka (1942) bereits berichtete, finden sich fast immer die 
Katheptase- und Ereptase-Wirkung in der Mazeration der Magenmucosa, 
wenn das Auskratzen in der gew6dhnlichen Weise erfolgte. Diese Wirkungen 
kénnten vielleicht von der unvermeidbaren Beimengung der Submucosa und 
des Muskelgewebes des Magens in diesem Praparate herriihren. Deshalb 
kann Verf. wohl diese Gefrierschnittmethode als sehr geeignet fiir das Studium 
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Tabelle 4. 


Katheptase- und Ereptasewirkung der Gefrierschnitte der Leber, 
Niere und des Gehirns unter besonderer Betrachtung 
ihrer Mazeration und Trockenpulver. 

Zum Vergleichszweck gebrauchte man hier 5 Gefrierschnitte (2 ccm 2 ccm, 150 ft Dicke (= 
0,3 g) als Suspension in 2 ccm Wasser, wahrend man bei den anderen Versuchen 2 ccm Mazeration 
aus 5 Stiickchen (0,3 g) oder 2 ccm Suspension des Trockenpulvers benutzte, welches aus 5 Gefrier- 
schnitten nach der Aceton-Ather-Methode bereitet wurde. Man aktivierte 2ccm Enzymlésung 
(=5 Schnitte) mit 2 ccm 0,2 Mol Cysteinlésung bei ph 6 und 37° C 30 min. Der Ansatz bestand in 
den bekannten Verhiltnissen. 





__Aciditatszunahme i in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-Nz aOH) 


| | Gelatine KC (1,8%) ph 4,5 Fegton K (1,8%) ph 4,5 Pepton K 


Ohne Cystein| Mit Cystein ,Ohne Cystein| Mit Cystein (1,8%) ph 7,8 
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Leber 24 | 0,45) 0,35 0,35 0,751 0,6 |0,55 0,4 | 0,45) 0,351 0,9 |0,9 |0,85 0,65 0,65 0,5 
72 |0,9 |0,85 0,7 | 1,2 | 1,1 | 1,05 0,6 |0,5 | 0,5 | 1,1 L | 1st 1,0 | 1,25 1,25 1,1 
} : —_— —— — } <a 
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Grosshirn 24 |0 0,051 — — |0,05'0,05 —| 0! 0/!—/o lo |— 02/02! 
72 |0,05}0,1 | — 0,05,0,1 — | 0 , 0 | — |0,05}0,15) — 10,45) 0,4 | _ 





Tabelle 5. 


Katheptase- und Ereptasewirkung der Gefrierschnitte der Schilddriise, 
des Hodens und Uterus unter vergleichender Betrachtung 
ihrer Mazeration und Trockenpulver. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 





| Gelatine KC (1,89 70) = 4,5 a K a, 89 7o)ph 4 4, 5 


TS RARE As 
| Ohne Cystein| Mit Cyeiin | Ohne Cystein | Mit Cystein (18%) ph7,8 
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Tabelle 6. 
Proteinase- und Peptonasewirkung der Gefrierschnitte der Magenschleim- 
haut des Schweins unter besonderer Betrachtung ihrer 
Mazeration und Trockenpulver. 
Enzym und Versuchsansatz: Die obere Flache der Mucosaschicht wurde vorsichtig abgesch- 
nitten und man vermied sorgfaltigst die Submucosaschicht mitabzuschneiden. 
Der Ansatz bei ph 2 wurde mit Salzsaure bei diesem ph-Wert eingestellt. 





Aciditatszunahme in 4 cc ccm Digestat (ccm 0,1 n-Nz aOH) © 
























































| ph 4,5 
oy | Casein Hammarsten (1,8%) | Gelatine KC (1, 8%) | _ Pepton K (1,8%) 
5 ‘a | |Ohne Cystein | Mit Cystein | Ohne Cystein Mit Cyntein | Ohne Cystein Mit Cystein 
O N ~ be lo a oan t———| ~ Th a. fae 
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SCIiZSISISIi£9Q lS SISliSliselsgsistisigizisigic2 
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% | 72 10,1 |0,1 | 0,05! 0,1 |0,25} 0,05 0,1 |0,1| © | 0 10,1 | 0,05)0 0,05} 0,05) 0,05 0,1 | 0,05 
| 
| ph 2,0 | ph 7,8 
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9 = | Casein Ham- (1,8%) |  (1,8%) marsten(1, 8%)) _(1,8%) | (1,8%) 
28 Gorewe eiwiatltsil ei » | w | faa oi we i as wo i. 
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ed | | | | } } } 
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a2 ee 
5 | 72| 10,4 | 0,35 0,25 0,15 0,1 10,1 005 0! 0| 10,05} 0,1 |0,05) 0,05 0,05 0 | 0,05) 0,05) 0,05 





des dauitien Mucosaenzyms des Minis empfehlen. Die Schnittmazera- 
tion erwies sich als fast gleichaktiv wie der Schnitt selbst, bei dem Trocken- 
praparat aus demselben dagegen war die Wirkung etwas schwacher. Die 
Gefrierschnitte der Pankreasdriise des Schweins entfalteten eine deutliche und 
fast gleichgradige Trypsinaktivitat bei ph 7,8, wie die Mazeration aus denselben 
(Tabelle 7). Diese Beobachtung lasst an eine Selbstaktivierung des 
Trypsinogens bei Schneiden des gefrorenen Pankreasstiicks denken, obwohl 
hier starke Zermahlung oder Mazeration der Driisenzellen vermieden wurde. 
Da die Trypsinaktivitaét nur sehr schwach in 5stiindiger und sehr deutlich erst 
nach 24stiindiger Digestion erschien, wurde die Aktivierung vielleicht gleich- 
massig autokatalytisch in der Digestion bei 37° Cerlangt. Auch in Digestion 
bei ph 4,5 wurde Proteinaseaktivitaét beobachtet, die erst nach langerer Diges- 
tion etwa 24 Stunden zu tage trat und durch Cysteinzusatz kaum mehr ver- 
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starkt wurde (Tabelle 7). Unter dieser Proteolyse kann man eine bei ph 4,5 
abgeschwichte Trypsinaktivitat annehmen, die vielleicht durch Saurereaktion 
bei ph 4,5 erworben wurde, wie Kawaharada (1943)” im hiesigen Institut 
festgestellt hat, und die sich allmahlich in abgeschwachtem Grad bei ph 4,5 
entfalten konnte. Uber das Proteolysensystem der Pankreasschnitte wird an 
anderer Stelle eingehend berichtet. 


Tabelle 7. 


Proteinase- und Peptonasewirkung der Gefrierschnitte der Pankreas- 
driise des Schweins unter besonderer Betrachtung ihrer 
Mazeration und Trockenpulver. 


Enzym und Versuchsansatz: Ebenso wie in der vorangegangenen Tabelle. 





Aciditatszunahme i in 40cm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 












































Gelatine KC (1, 89 o) ph 4, 5 Pepton K (1,8) 4,5 | Gelatine KC} Pepton K 
dite | (1,8% (1,8%) 
z Ohne Cy Cystein Mit Cyetein Ohne Cystein Mit Cystein ph 7,8 ph 7,8 
vi = as ran - 
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| (0,05)(0) | | | 0) one, 005) 
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(0) (0,05)(0,05) | {0} (0,05) (0) | 














Zusammenfassung. 


In dieser Arbeit wurden die Proteasewirkungen der Gefrierschnitte ver- 
schiedener Organe des Schweins unter vergleichender Betrachtung mit 
Mazerationen oder Trockenpriaparaten der Gefrierschnitte studiert. 

1) Die Katheptasewirkungen, Kathoproteinase (Gelatinespaltung bei 
ph 4,5) und Kathopeptonase (Peptonspaltung bei ph 4,5) der Gefrierschnitte 
der Leber, Milz und Niere des Schweins kamen deutlich zum Vorschein und 
erfuhren durch Cystein aktiviert. Nur die Kathoproteinase der Leberschnitte 
schien fast in vollaktivem Zustande aufzutreten. Eine deutliche Ereptase- 
wirkung (Peptonspaltung bei ph 7,8) wurde auch in Schnitten festgestellt, 
besondets am starksten in Nierenschnitten. Die Mazeration dieser Gefrier- 
schnitte zeigten fast gleiche Aktivitat wie Gefrierschnitte selbst, wahrend die 
Aktivitat der Trockenpraparate derselben mehr oder weniger beeintrachtigt 
zu sein schien. 

2) Die Lungenschnitte, die eine schwache Aktivitat der Kathoproteinase 
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zeigten, und die Mazeration wie Trockenpriparate, die nicht mehr aktiv 
waren, griffen Gelatine nach Cysteinzusatz im deutlichen Grad an, wahrend 
die Peptonhydrolyse in drei Praparaten ohne Aktivator auftrat. Die Lungen- 
ereptase fiel auch in ihnen positiv aus. 

3) Herzmuskelschnitte wie Mazeration oder Trockenpelipernt sind nicht 
imstande, Gelatine trotz der Cysteinaktivierung zu hydrolysieren, das Pepton 
jedoch besonders nach der Aktivierung. Herzmuskelereptase war auch in 
drei Enzympraparaten positiv. 

4) Hirnpraparate erwiesen sich als katheptisch minderwertig und als 
ereptisch nur schwach positiv. 

5) Die Praparate der Schilddriise und des Hodens- zeigen deutliche 
Ereptase- wie Katheptase-Aktivitat, welch letztere durch Cystein aktivierbar 
ist, die des Uterusgewebes aber eine schwichere. Im Gegensatz zu aktiver 
Kathopeptonase wurde die Uteruskathoproteinase, die sich fast in unaktivem 
Zustand befand, erst durch Cysteinzusatz in schwachem Masse aktiviert. 

6) Die Magenmucosa-Gefrierschnitte wie Mazeration und Trocken- 
praparat derselben entfalteten nur Pepsinwirkung, wahrend die Mazeration 
der gew6hnlich ausgekratzten Magenmucosa fast immer katheptisch wie 
ereptisch aktiv ist. 

7) In Gefrierschnitten wie Mazeration und Trockenpraparate der Sch- 
weinepankreasdriise stellte Verf. bei 5stiindiger Digestion eine schwache 
Aktivitaét der Tryptasewirkung fest, die aber nach 24stiindiger Digestion sich 
auffallend verstarkte. Diese Aktivierung ist vielleicht einer Selbstaktivierung 
zuzuschteiben. Im Digestat bei ph 4,5 trat nach 24stiindiger Digestion eine 
positive aber sehr schwache Gelatine- oder Peptonhydrolyse auf, die vielleicht 
von der abgeschwichten Trypsinwirkung bei ph 4,5 herriihren kann, da die 
Hydrolyse sich nicht als durch Cystein aktivierbar erwies. 

8) Die Mazertaion, die aus Gefrierschnitten bereitet wurde, verhilt sich 
fast in gleicher Aktivitat wie die Gefrierschnitte selbst, die Trockenpraparate 
aber im allgemeinen mehr oder weniger in abgeschwichter Aktivitat. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens gedankt fiir die Ge- 


wahrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. S. Utzino. 
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Uber die Proteasenwirkungen der Gefrierschnitte der Gewebe. 


Il. Mitteilung. Trennung der Katheptase von der Ereptase und 
der Kathopeptonase von der Kathoproteinase der 
Leberschnitte.* 


Von 


Masanosuke Hino. 
(BS Bez Bh) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Fakultat der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Diréktor: Prof. Dr. Senji Utzino.) 


In bezug auf die Gewebe- wie Darmmucosa- und Pankreasproteasen hat 
Verf. (1943)” in det vorangegangenen Mitteilung darauf aufmerksam gemacht, 
dass die Gefrierschnitte dieser Praparate die starkste Aktivitat im allgemeinen 
entfalten konnten und die Aktivitat der Mazerationen, die gewdhnlich als 
Enzymquelle benutzt und hier mit denselben Gefrierschnitten unter Zusatz 
von Glycerin-Wasser (1: 1) bereitet wurde, entweder in fast gleichem Grade 
wie diejenige der Gefrierschnitte selbst erhalten zu bleiben, oder etwas ab- 
geschwacht zu sein schien. Die Trockenpraparate der Gefrierschnitte, die 
nach der Aceton-Ather-Methode schnell getrocknet wurden, zeigten mehr 
oder weniger niedrigere Wirkung, wenn auch nur in einigen Fallen ihre Aktivi- 
tat in fast unverandertem Masse auftreten konnte. Auf diese Beobachtungen 
hin schloss Verf., dass man mit dieser Gefrierschnitt-Methode verhaltnis- 
massig naturtreue Ergebnisse erzielen kann, obwohl Molowan (1932)” fast 
keine Peptidasewirkung in Tumorschnitten beweisen konnte. 

Merkwiirdigerweise ist die Methode fiir die Bereitung des Magenenzyms, 
des Pepsins, sehr geeignet, da in Gefrierschnitten die Gewebeproteasen, wie 
Katheptase und Ereptase, nicht mitgerissen werden konnten, die sich fast 
immer in der gewOhnlich mit ausgekratzter Magenmucosa bereiteten Mazera- 
tion befanden, wie Hirooka (1942)® gezeigt hatte. 

Nachdem Utzino und Sakai (1941® u. 1943) tiber die Spezifitat der 
Proteasen der Gewebemazeration und weiter iiber die Unterscheidung der- 


*) §. Utzino und Mitarbeiter: Uber die Gewebeproteolyse, VII. Mitteilung. 
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Versuchs- 


Tabelle 
Katheptase- und Ereptasewirkung der 


Enzym und Versuchsansatz:: Ebenso wie schon in der I. Mitteilung beschrieben. 22 ccm 
0,1 Mol Benzoylglycin- oder Benzoyldiglycinlésung, also entspricht die Konzentration ca einer 





Aciditatszunahme in 4 ccm 
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72; 1,0 | 1,0 1,15 | 1,1 0,75 | 0,8 1,15 1,1 | 0,05 0 | 0,05 


selben mit gutem Erfolg berichtet hatten, ware es von grossem Interesse, die 
proteolytische Einstellung dieser Gefrierschnitte mit derjenigen der Mazera- 
tion zu vergleichen und weiterhin die Trennung der Gewebeenzyme in 
Gefrierschnitten auszufiihren. 

Die hier erzielten Ergebnisse sind kurz gefasst wie folgt. Wie erwartet, 
griffen die Schnitte der gefrorenen Lebergewebe Benzoyldiglycin wie Casein 
und Pepton kei ph 4,5 an, nicht aber Benzoylglycin, wahrend sie Pepton, 
Benzoyldiglycin und auch Benzoylglycin bei ph 7,8 zu spalten vermochten 


Tabelle 2. 


Peptonspaltung durch die Gefrierschnitte der Schweineleber. 
Die Zahlen in Klammern ergeben die durch Cysteinzusatz erfolgte Aciditatszunahme. 





Aciditétszunahme in 4 ccm Pepton-Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 
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Aktivierung ek | - sane 
$) | 30 | 40 | 4,5 | 50 | 60 | 7 0 | 8,0 9,0 
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Trennung der Katheptase von der Ereptase 


teil. 
1. 
Gefrierschitte der Schweineleber. 


Digestionsgemisch enthalten 10 ccm 4 %ige Gelatine K C-oder Pepton K-Lésung und 10 ccm 
1,8 %igen Substrat-oder 0,45 Mol- -Peptidldsung. 





Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 





4,5 ph 7,8 





[22) “ yidighycia inetd ms | Pepton (1,8% Benzoylglycin Benzoyldiglycin 
lal epton (1,8%) (Mol/22) (Mol/22) 
uate hne Cystein | Mit Cystein | 


Schnitt Mazerat Schnitt | M Mazerat| Schnitt Mazerat | Schnitt Mazerat 














ieee Schnitt we 


0 | 0,05 0,05 | 0,05 | 03 | 0,25 | 0,05 | 0,05 0,05 | 0,05 
0 | 01 | 0 0,15 | 005 | 08 | 0,75 015 | Oo, 0,25 | 0,2 
0,05 | 0,25 | 02 | 025 025/ 10 | 10 03 025 06 | 05 


(Tabelle 1). Diese Ergebnisse stimmen gut mit denjenigen Sakais (1943)® 
iiberein, die mit der Lebermazeration erzielt worden sind, indem die Spaltung 
des Benzoy!diglycins durch die Lebermazeration nicht nach Cysteinzusatz 
verstarkt wurde. Bei diesen vergleichenden Versuchen konnte man keinen 
qualitativen Unterschied zwischen der Aktivitat der Mazeration und derselben 
der Gefrierschnitte feststellen. 

In guter Ubereinstimmung mit der Angabe von Ugzino und Saka 
(1941)® und auch von Sakai (1943) wurde hier die katheptische Pepton- 
spaltung durch Gefrierschnitt der Schweineleber bestatigt; da die Pepton- 
hydrolyse durch Gefrierschnitt zwei maximale Punkte zeigte, also einen bei 
ph 7-8, welcher nicht durch Cysteinzusatz beeinflusst wurde und einen an- 
deren bei ph 4,5 unter starker Cysteinaktivierung (Tabelle 2). Unter dieser 
Peptonasewirkung diirfte man wohl die erstere als Gewebeereptase und die 
letztere als Gewebekatheptase verstehen. 

Nachdem iiber die Unterscheidung zwischen Katheptase und Ereptase 
von Utzino und Sakai (1941)® und ferner iiber die Trennung der Kathopep- 
tonase von der Kathoproteinase von Sakai (1943) eingehend beschrieben 
worden war, entsteht nun eine neue Frage, ob diese Unterscheidung nach dem 
Saure- und Alkali-Verfahren auch in Schnittpraéparaten ausfihrbar ist, die 
sich manchmal als etwas aktiver als die Mazeration erwiesen. Nach der 
Behandlung dieser Gefrierschnitte, in Wasser suspendiert, bei ph 9,5 und 37° 
C (30 Min.) war die Katheptasewirkung trotz der Cysteinaktivierung nicht 
nachweisbar, wahrend die Ereptasewirkung noch in deutlichem Grade 
ethalten blieb (Tabelle 3) 
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Tabelle 3. 


Trennung der Leberereptase der Gefrierschnitte von der Leber- 
Katheptase durch Alkaliinaktivierung. 

Fir die Inaktivierung der Leberkatheptase liess man 4 Gefrierschnitte der Schweineleber in 2 
ccm Alkalilésung von ph 9,5 bei 37° C 60 min lang stehen und priifte sie dann auf ihre Enzymaktivitat 
hin. Zur Aktivierung wurden 2 ccm dieser Enzymlésung mit 2 ccm 0,2 Mol Cystein HCI-Lésung 
(neutralisiert mit Natronlauge) bei 37° C und bei ph 6 30 min lang stehen gelassen. 

Versuchsansatz: 4ccm Enzym-Cystein-Lésung oder 4 ccm Enzym-Wasser-Liésung+ 10 ccm 
4 %ige Substratlésung+8 ccm Puffer (=22 ccm Gesamtmenge)+ Toluol ; bei 37° C bei ph 4,5 oder 
7,5 digeriert. : 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 








ph 4,5 |". ph7,8 

Zeit Gelatine KC Pepton K 

(st) Pepton K 

Ohne Cystein Mit Cystein Ohne Cystein | Mit Cystein 
5 0 0 0 | 0 0,15 
24 0 0 —0,05 0 0,75 
72 0 0 —0,05 0 1,0 
Tabelle 4. 


Trennung der Leberkatheptase der Gefrierschnitte von der 
Ereptase durch Saureinaktivierung. 
Hier wurden 4 Géfrierschnitte in 2 ccm Salzsaurelésung von ph 4 bei 37° C 30 min lang auf- 


bewahrt. 

Dann kamen diese Lésung mit 2ccm 0,2 Mol Cysteinlésung oder Wasser ohne Cystein in 
Verwendung. - 

Versuchsansatz: Ebenso wie in der Tabelle 3. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 














ph 4,5 ph 7,8 
Zeit. Gelatine KC Pepton K | 
(st) Pepton K 
Ohne Cystein Mit Cystein Ohne Cystein Mit Cystein | 
5 0,05 0,15 0 | 0,1 0 
24 0,45 0,6 0,6 0,85 0,05 
72 0,75 1,15 1,0 1,2 0,05 


Liess man aber die Gefrierschnitte in einem salzsauren Medium von ph 4 
bei 37° C (30 Min.) stehen, so ging die Ereptasewirkung vorloren und die 
Schnittensuspension konnte noch die katheptische Proteinase- wie Peptonase- 
Wirkung entfalten (Tabelle 4). Auf Grund dieser Beobachtungen hat Verf. 
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weiter die Giiltigkeit des -Saure-Alkali-Verfahrens zur Unterscheidung 
zwischen der Katheptase und der Ereptase auch in Gefrierschnitten bestatigt. 

In Hinsicht der katheptischen Proteinase- und Peptonasewirkung lehrt 
die Sakais Angabe (1943), dass die letztére in der Gewebemazeration 
sich als resistenter gegeniiber physikochemischen Eingriffen als die erstere ver- 
hielt. Die Gefrierschnitte, die durch das vorherige Saure-Verfahren von der 
Ereptase befreit worden waren, unterzog man weiterer Aufbewahrung bei ph 
7,8 und 37° C (30 Min.). Wie aus der Tabelle 5 ersichtlich ist, trat nur die 
Peptonhydrolyse in der behandelten Schnittensuspension auf, nicht aber die 
Gelatinespaltung, wie dies auch bei der Mazeration der Fall war. Auf Grund 
dieser Beobachtungen diirfte Verf. wohl annehmen, dass man bei den Ver- 
suchen mit Gefrierschnitten auch die fast gleichen Resultate wie bei denjenigen 
mit Mazeration derselben erwarten kann, obwohl in Mazeration eine leichte 
Abschwachung der Aktivitat im quantitativen Sinne nicht ausgeschlossen ist. 


Tabelle 5. 


Trennung der ereptasefreien Kathopeptonase der Gefrierschnitte der 
Schweineleber von der Kathepsinwirkung 
durch Alkalibehandlung. 


Zum Zweck der Trennung der ereptase- und kathepsinfreien Kathopeptonase liess man zuerst 
4 Gefrierschnitte in 2 ccm Salzsaurelésung von ph 4 bei 37° C 30 min lang stehen und dann diese 
ereptasefreie Katheptaselésung unter Umeinstellung bei ph 7,8 mit 5 %iger NaOH bei 37° C noch 
einmal 30 min lang. 

Cysteinaktivierung und Ansatz: Wie in der Tabelle 3. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 4,5 (ccm 0,1 i-NaOH) 

















Zeit Gelatine K C (1,8%) Pepton K (1,8%) 
(st) Ohne Cystein Mit Cystein Ohne Cystein Mit Cystein 
5 . 0 on 0. 0,05 —~ 0,05 
24 0 0 | 0,3 0,4 
72 Os 0,05 0,55 0,75 
Zusammenfassung. 


1) Invorliegender Arbeit wurde das proteolytische Verhalten der Lebet- 
Gefrierschnitte unter Vergleichung mit der Mazeration derselben studiert. 
Die Gefrierschnitte griffen Gelatine, Pepton und Benzoyldiglycin bei ph 4,5 
und Pepton, Benzoylglycin und Benzoyldiglycin bei ph 7,8 in deutlichem 
Masse wie die Mazeration an. Die Gelatine- und Peptonspaltung bei ph 4,5 
wurde durch Cysteinzusatz deutlich verstarkt, nicht aber Benzoyldiglycin, wie 
Sakai (1943)® bei den Versuchen mit Lebermazeration berichtet hatte. 
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2) Durch Alkalibehandlung bei ph 9,5 (37° C 30 Min.) wurde eine 
katheptasefreie Ereptasewirkung getrennt und eine ereptasefreie Katheptase- 
witkung durch Sdurebehandlung bei ph 4 (37° C 30 Min.) erhalten, ebenso wie 
dies bei der Lebermazeration beobachtet wurde. 

3) Die Aktivitat der Gefrierschnitte, die Pepton bei ph 4,5 in verstarktem 
Masse nach Cysteinzusatz hydrolysierten, nicht aber bei alkalischer Reaktion, 
fiihtte zu der Annahme einer katheptischen Peptonasewirkung. Durch 
weitere Aufbewahrung der ereptasefreien Gefrierschnitte bei ph 4 (37° C 30 
Min.) gelingt es uns, eine solche Peptonasewirkung zu trennen, die nicht 
mehr Gelatine angreifen konnte. Diese Tatsache spricht fiir eine proteinase- 
freie katheptische Peptonasewirkung der Gefrierschnitte. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens gedankt fiir die Ge- 
wahrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. S. Utzino. 
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Uber die Proteasenwirkungen der Gefrierschnitte der Gewebe. 


I. Uber die tryptische Wirkung der Gefrierschnitte der Pankreasdriise.* 


Von 
Masanosuke Hino. 


(B SF Bz Bh) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut det Medizinischen 
Fakultat der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. Senji Utzino.) 





Die Tatsache, dass Pankreasmazeration oder Trockenpraparat, das aus 
Pankreasbrei bereitet wurde, fast immer tryptische Aktivitat zeigen, fiihrt zu 
der Annahme, dass man unter diesen Enzympraparaten aktives Trypsin ver- 
stehen soll und ein Kinasefaktor sich in Pankreasdriisengewebe befindet, da 
der Pankreassaft sich immer unaktiv verhiilt. 

Was disse Trypsinogenaktivierung oder Trypsin-Kinase anbelangt, so 
hatten schon Waldschmidt-Leitz (1924)” und Mitarbeiter (1927)” auf die 
stéchiometrische Verbindung der Trypsin-Kinase hingewiesen. In Mazera- 
tion bakam Schweinepankreas nach unserer Erfahrung fast immer ihre Voll- 
aktivitat, wahrend Hundepankreas mitunter teilweise aktiven oder fast un- 
aktiven Driisenextrakt geben kann, falls man vorsichtig Driisenextrakt be- 
reitet, indem man die Driisenstiicke in Wasser leicht zerdriickt. Es scheint, 
als ob die Aktivierung des Trypsinogens sich unter Beriihrung mit der Par- 
kreaskinasé entfalte, die bei Mazeration oder bei Zerdriicken der Driiser- 
gewebe frei gemacht wird oder sie von irgendeiner Erscheinung nach dem 
Tode wie Milchsaéurebildung herrihrt. 

In dieser Hinsicht ist besonders auf die Kawaharadas Beobachtung 
(1943) hinzuweisen, dass der Hundepankreassaft bei Aufbewahrung des 
Saftes bei ph 4,5 und 37° C aktiviert wird. Nun kommt eine Frage, wie sich 
die Schnitte der gefrorenen Driisensstiickchen in Suspension verhalten, da in 
Gefrierschnitten starke Eingriffe vermieden sind. 

Es ergab sich, dass bei den Versuchen mit den gefrorenen Pankreassch- 
nitten die Trypsinwitkung in kurzfristiger Digestion durch Zusatz det En- 





*) S.Utzino und Mitarbeiter: Uber die Gewebeproteolyse. VIII. Mitteilung. 
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terokinase deutlich verstarkt werden konnte. Nach 24 wie 72stiindiger 
Digestion aber trat die Hydrolyse fast in vollaktivem Grade auf, da der 
Kinaseeinfluss nicht mehr bemerkt wurde. Somit kann man also an eine 
Selbstaktivierung der Schnitte wahrend der Digestion bei ph 7,8 und 37°C 
denken. Hier sei an die Angabe von Northrop und Mitarbeiter (1939) 
iiber die autokatalytische Aktivierung des kristallinischen Trypsinogens erin- 
nett. 

Die Resultate zeigen fast keinen Unterschied der Aktivitét zwischen den 
Schnitten und der Mazeration. Die Aktivitat des Trockenpraparats schien 
mehr oder weniger beeintrachtigt zu sein. 


Tabelle 2. 
Tryptische Wirkung der Gefrierschnitte der Rinds- und Pferdpankreasdriise. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n- NaOH) 





ph 4,5 ph 7,8 


Gelatine KC (1,8%)) Pepton K (1,89) Gelatine KC (1,89)! Pepton C (1,8%) 











~_- : : 
@% | Ohne | Mit | Ohne | Mit Ohne Mit Ohne Mit 
Pankreas | Kimase | Kinase | Kinase | Kinase | Kinase | Kinase | Kinase | Kinase 
| Serpe neehh ate earpermalinenttemeeemet Bn ann SE 
8 PS Pe gjelelz\elelsi|eislele 
= os = Ss i =< — s - « = i] - cs | = Pd 
SISIS SIS Il Sis leis is’isaiszisi siz = 
= 9); ¢ ¥ | ¢ ¥ = L 7 2}; ¢ ¥ = 9} ¢ Y 
<= § = Nis N <= N & N y N & 5 is N 
3) S [s) sc io SS a) os (a) « t = . - .o - 
AIS |”alis|als *HAiSiAliSIAlS Al Sl|als 
| 
5 0 {0 | 0,15 0,1 0,05, 0,05 0,15, 0,15)0,2 |0,15 0,7 0,7 0,25.0,2 0,6 0,55 


Rinds- oe ee re EP OS ae Pe ee ee ee 
nos tel 24 0,05)0,05,0,5 0,5 | 0,35,0,25 0,6 0,6 | 1,15 0,85 1,15 1,15 0,95 0,85 1,05 1,1 




















72 0,1 |0,1 |0,65 0,7 |0,5 |0,5 0,75 0,75)1,65.1,6 1,65 1,6 1,4 1,35 1,35 1,35 
5 10,1 | 0,05 0,3 0,25 0,05 0,05) 0,25) 0,25! 0,3 | 0,25'0,55 0,5 0,3 0,3 0,5 |0,5 
Ben nal 24 0,3 |0,250,5 0,5 0,4 | 0,35 0,6 0,6 |0,9 | 0,85 0,95 0,85 0,85 0,8 | 0,9 | 0,85 


72 | 0,45 0,45 0,65 0,65 0,85 0,85 0,85,0,9 1,45 1,4 1,5 1,45 1,351,3 1,4 1,4 


Dieselben Resultate ergaben auch die Versuche mit Gefrierschnitten der 
Rinds-, Pferde- und Kaninchenpankreasdriise. 

Die Gefrierschnitte der Hundepankreasdriise blieben jedoch fast in un- 
aktivem Zustand bei 5stiindiger Digestion und in partiell aktiviertem Zustand 
in 24stiindigem Gelatine-Digestat. In langfristiger Digestion (72 Stunden) 
trat die Hydrolyse aber in vollaktivem Zustand auf, wie es in Gefrierschnitten 
der anderen Pankreasdriisen der Fall war. Da man fast keinen Unterschied 
der Aktivitat zwischen Schnitten und Mazeration feststellen konnte, kann also 
Mazerierung der Gewebe kaum eine besondere Rolle fiir die Aktivierung 
spielen. Bei den bei ph 4,5 ausgefiihrten Versuchen blieb das Trypsinogen 
fast unaktiviert, jedoch nach laingerer Digestion trat eine Aktivierung ein. 
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In dieser Hinsicht muss Verf. auch noch die Beobachtung von Kawa- 
harada erwahnen, nach welcher der frische inaktive Pankreassaft des Hundes 
durch Aufbewahrung bei ph 5 und bei 37°C (24 Std.) aktiviert wird, und dass 
diese Aktivierung besonders durch Cysteinzusatz beférdert werden kann, 
Diesen Aktivierungsmodus des unaktiven Pankreassaftes hat Kawaharada 
(1943)® als Sdure- bzw. Séure-Cystein-Aktivierung bezeichnet. Die trotz der 
Kinaseaktivierung niedrigeren Hydrolysenwerte k6nnen wohl von ungiins- 
tiger saurer Mediumsreaktion von ph 4,5fiir die Trypsinwirkung herriihren. 


Tabelle 3. 


Tryptische Wirkung der Gefrierschnitte der Hunde- und 
Kaninchenpankreasdriise. 
Da die Kaninchenpankreasdriise mit dem Omentumgewebe gefroren und abgeschnitten wurde, 
ist ein aktivierender Einfluss dieser Gewebe nicht auszuschliessen. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in der Tabelle 1. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 7,8 (ccm 0,1 n-NaOH) 





Kaninchenpankreas | Hundepankreas 

















| Gelatine KC (1,8% Pepton K (1,8%) Gelatine KC (1,8%) Pepton K (1,8%) 
. | Ohne | Mit Ohne | Mit | Ohne Mit Ohne | Mit 
() |_Kinase | Kinase | Kinase | Kinase | Kinase | Kinase _Kinase_|_Kinase 
lel#lelelelalelalelalelelelelele 

| ¢ L Cc 7) ¢ i) c | Q | Sc c¢ Vy Cc i) | Cc | 7) 
ela l/Sielslelisiag/a/siegiglsiglaia 
77) | = AiAz21/M/Al*®l/AlI*AILSIAISAI*I Sala | = 











5 |, | 0,25 | 0,5 | 0,55, 0,1 ” | 0,4 | 0,45 | 


0,8 | 0,85) 0,85 | 0,45 0,35) 09 0,9 | 0,75 0,7 | 0,85) 0,8 


0,05 0,05 | 0,65 0,65| 0,2 | 0,25) 0,55) 0,55 
| } | | 
24 /|1,05/1,0 |0,9 |0,9 |0,8 | 

| } 


72 {1,3 | 1,25/ 1,3 11,25, 0,95 1,0 /1,0 11,0 /1,3 1,3 11,3 1,25)1,2 1,3 | 1,15) 1,3 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde die tryptische Aktivitaét der Gefrier- 
schnitte und ihrer Mazeration unter Beriicksichtigung der Kinaseaktivierung 
vergleichend studiert. : 

1) Die Tryptase der Gefrierschnitte der Pankreasdriise des Pferdes, 
Rindes oder Kaninchens befindet sich bei kurzfristiger Digestion bei ph 7,8 
(5 Std.) grdsstenteils in noch unaktivem Zustand, die der Hundepankreasdriise 
sogar in vollig unaktivem Zustand. Sie wurde entweder durch Kinasezusatz 
oder bei langdauernder Digestion (24 oder 72 Std.) deutlich aktiviert. Die 
Tryptase der Schweinepankreasdriise erwies sich in Gefrierschnitten schon 
als deutlich aktiv. 
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2) Die Mazeration dieser Gefrierschnitte der Pankreasdriise zeigte keine 
besondere AktivitatserhGhung und verhiilt sich ihrer Aktivitat nach fast genau 
wie die Schnitte, wahrend die Trockenpraparate auf eine mehr oder weniger 
abgeschwachte Aktivitat trotz der Kinaseaktivierung hinwiesen. 

3) Im Digestat bei ph 4,5 kam auch eine schwache Proteolyse erst nach 
langdauernder Digestun (24 und 72 Std.) zum Vorschein, obwohl keine 
Kinase hinzugefiigt wurde. Diese Aktivierung méchte Verf. wohl auf die 
Sdureaktivierung nach Kawaharada (1943)® zuriickfiihren und fiir die im 
allgemeinen schwache Hydrolyse trotz der Kinaseaktivierung ist vielleicht die 
ungiinstige Bedingung bei ph 4,5 fiir die Tryptasewirkung verantwortlich zu 
machen. 

Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens gedankt fiir die 
Gewahrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 


Prof. Dr. S. Utzino. 
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Preliminaty Report on Influence of Vitamin B, and Glucose 
Injected into Mammarty Gland on Lactation and 
Atakawa’s Reaction. 


177th Report of the Peroxidase Reaction. 
(124th Human Milk Study.) 


By 


Haruka Umemura. 
8 WH #) 


(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
the Tohoku Imperial University, Sendai. 
Director: Prof. A. Sato.) 


Objects of investigation were lactating mothers without any other ab- 
normity than insufficient lactation. To each of these women 30 c.c. of 4.5 % 
glucose with 0.5~1.0 mgrms. of vitamin B, were injected. The tnjection 
was performed into one or both mammary glands. 

The amount of milk drunk by a nursing infant was determined by care- 
ful weighing of the infant immediately before and after the nursing. The 
duration of a single nursing on one side of the breast was 7 minutes ; of 
course it was an arbitrary time. But it is well known that most of mothers’ 
milk is drunk within the first few minutes or 5~10 minutes. 


Resuit of Experiment. 


Case 1 (Cf. Table 1). Since confinement the mother had continued to take 
vitamin B, up to the treatment. The supply of breast milk was so scanty that her 
child was fed mostly artificially. It was breast-fed only once a day. On the first 
day that she visited our Dispensary, breast milk was scanty and milking (stripping) 
was very difficult. Arakawa’s reaction was strongly negative. After the mammary 
injection above mentioned on the left side of the breast Arakawa’s reaction show- 
ed a tendency to become positive on both sides of the breast. Stripping became 
easy from the 5th day on after the injection and a sense of tension was felt. From 
the 10th day on after injection the child was fed artificially only once a day due to an 
increased lactation. Even 6 days after the discontinuance of the injection, the 

‘ amount of milk secretion did not decrease. 
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TABLE 1. 


Influence of vitamin B, and glucose injected into mammary gland on 
lactation and Arakawa’s reaction. 


Case 1. M.K., aged 48 days. Age of mother 25 years. 
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Tension of mammary gland not felt *, slightly felt ¢, felt {, much felt §. 


Case 2 (Table 2). 

In spite of a frequent use of vitamin B, preparation the amount of breast milk 
was very scanty and artificial feeding was used. Arakawa’s reaction was already 
positive before the injection. Stripping which was very difficult before the injec- 
tion became easy from the 6th day after the injection and a sense of tension of 
mammary glands was felt even as late as the 4th day after the injection. The amount 
of milk increased remarkably after the injection. 

Case 3 (Cf. Table 3). 

In this case the mother used alternately breast milk and cow’s milk, because 
breast milk was scanty. After the injection, Arakawa’s reaction becamc positive. 
In this case milking (stripping) itself had not been difficult before the treatment. 
A sense of tension of mammary glands was felt on the 2nd day after the injection. 
The amount of milk increased slightly after it, 
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TABLE 2. 


Influence of vitamin B, and glucose injected into mammary gland on 
lactation and Arakawa’s reaction. 


Case 2. S.F., Aged 24 days. Age of mother, 24 years. 
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TABLE 3. 


Influence of vitamin B, and glucose injected into mammary gland on 
lactation and Arakawa’s reaction. 


Case 3. S.K., Aged 6 months. Age of mother, 27 years. 
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Case 4 (Cf. Table 4). 
Her secretion had been so insufficient for about one month, that her child was 
artificially fed, being breast-fed only once a day. From the 7th day on after the 


TABLE 4. 
Influence of vitamin B, and glucose injected into mammary gland on 
lactation and Arakawa s reaction. 
Case 4. I.1., aged 2 months. Age of mother, 24 years. 
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injection Arakawa’s reaction showed a tendency to become positive and stripping 
became easy. From the 8th day a sense of tension of mammary glands was felt. 
The amount of milk increased slightly. From the 10th day on after the injection 
her child was breast-fed as often as times, while artificial feeding was reduced to 
twice a day. 

Case 5 (Cf. Table 5). 

This mother, who had an apparently appropriate supply of breast milk until 3 
months of age of her baby, was forced by a doctor to wean her child on account of 
its vomiting. The child recovered from this symptom, but went gradually toward 
a malnutrition when artificially fed. When the mother visited our Dispensary, her 
child, 9 months old, was very atrophic and the body weight was that of a normal 
child of 4 months of age. After the injection Arakawa’s reaction showed a ten- 
dency to becomé positive, but later the reaction became again strongly negative. 


TABLE 5. 
Influence of vitamin B, and glucose injected into mammary gland on 
lactation and Arakawa’s reaction. 
Case 5. R.S.,aged9 months. Age of mother, 29 years. 
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Stripping was very difficult and a sense of tension was not felt. An increase of the 
amount of breast milk was not seen. 

Case 6 (Cf. Table 6). 

The infant was nourished with rice as his main diet, besides breast feeding. As 
the infant was attacked by dyspepsia, his mother wished to resort to more breast- 
feeding. Stripping was easy, but a sense of tension of mammary glands was not 
felt. After the injection Arakawa’s reaction became positive. A sense of tension 
of mammary glands was felt from the 4th day on after the injection. The amount 
of breast milk increased after it. 


TABLE 6. 
Influence of vitamin B, and glucose injected into mammary gland on 
lactation and Arakawa’s reaction. 


Case 6. T.T., Aged 14 months. Age of mother, 26 years. 
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Case 7 (Cf. Table 7). 

The mother breast-fed her infant, but she felt a slight decrease of a sense of 
tension of mammary glands. Arakawa’s reaction was already positive before the 
injection. After the injection a sense of tension of mammary glands was felt more 
and milk secretion increased. 


Comment and Summary. 


The result of the present experiment was summarized in Table 8. 

As is shown in Table 8, after the injection Arakawa’s reaction of all 
the cases showed a tendency to become positive and a sense of tension of 
mammary glands was felt or felt more strongly than ever. Though Case 
5 was an exception, I was able to improve in a certain grade milk secretion 
after this injection in Cases 2, 3, 4, 6 and 7. 








Influence of vitamin B, and glucose injected into mammary gland on 


H. Umemura 


TABLE 7. 


lactation and Arakawa’s reaction. 


Case 7. U.O., aged 4 months. 


Age of mother, 30 years. 
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* The reaction became strongly Arakawa-negative after the discontinuance of the injection. 
Stripping was very difficult in spite of the injection. 


— 


In that exceptional case—Case 5—the child had, before it came to our 
Dyspensary, been weaned because of vomiting in its 3 months of age. After 
the injection Arakawa’s reaction showed a tendency to become positive, 
but the reaction became strongly negative again after the discontinuance of 
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the injection. And there was neither a sense of tension nor an increase of 
milk secretion after the injection. The breasts of this mother were flattened 
and the injected solution (at least what appeared to be it) came out forcibly 
from the nipples. We may well suppose that such mammary glands as in 
Case 5 were in a state of atrophy. Vitamin B, was probably unable to exert 
any good effect. Such a total weaning as was performed in Case 5 should 
not have occurred because of the child’s vomiting, unless accompa@ied by 
other serious symptoms ; breast-feeding should have been continued with a 
large supply of vitamin B, to mother and child. 

As above shown, it is interesting to see that the injection into a mammary 
gland increased milk secretion. It is not to be excluded that the sucking of 
an infant had something in some way or other to do with an increased lacta- 
tion in the present experiment. 


Conclusions. 


Vitamin B, and glucose, injected into mammary gland of a mother with 
inadequate supply of breast milk, is of some beneficial effect upon her secre- 
tion of breast milk and tends to improve her Arakawa’s reaction. 


This investigation was carried out by a grant from the Science Research Fund 


of the Education Department. 
Prof. Akira Sato. 
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Uber die Veranderungen der Stoffumsiatze des Muskels 
in der Ruhe und bei der Arbeit im O,-Mangel. 


Von 
Kiyoshi Endo. 
s mR wf) 
(Aus dem Luftfahrtmedizinischen Institut, 


Reichsuniversitat zu Sendai. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Kato.) 





Bei Muskeltatigkeit werden unter gesteigerter Oxydation chemische Vor- 
gange verschiedener Art in Gang gebracht, wobei in den arbeitenden Muskeln 
recht betrichtliche Verinderungen der Stoffumsatze, insbesondere des inter 
mediaren Kohlehydratstoffwechsels eintreten. Es ist auch bekannt, dass sich 
im Muskelgewebe nicht nur bei der Arbeit, sondern auch in der Ruhe be- 
stimmte chemische Stoffumsatze einsetzen. Die Muskelaktion geht mit erheb- 
licher Vermehrung des Sauerstoffverbrauchs einher ; folglich ist es leicht an- 
zunehmen, dass wenn die Sauerstofflieferung eine unvollkommene ist, der 
chemische Prozess im Muskel betrichtliche Abweichung erleidet, wodurch 
verschiedene abnorme intermediare Abbauprodukte zum Vorschein kommen, 

Eine Reihe Autoren behaupten, dass in der Héhe sich der Stoffumsatz 
durch Muskelarbeit starker als in der Tiefe erhOht. Zuntz und seine Mitar- 
beiter? haben festgestellt, dass der Energieverbrauch bei Muskelarbeit schon 
in 500 m Hohe einen bestimmten Einfluss erfahrt. Margaria® hat bemerkt, 
dass im Hochgebirge von 2900 m sich der O,-Verbrauch zwar in den ersten 
Minuten nach der Arbeit gleich wie im Tiefland vermehrt, spater aber betracht- 
lichen Zuwuchs aufweist und dabei sich der ,,Oxygen Debt*‘ erheblich ver- 
gréssert. Dies sei darauf zuriickzufiihren, dass durch verminderte Sauerstoff- 
spannung in der Héhe die Sauerstoffzufuhr zum Muskel vermindert wird, 
was die Milchsaurebildung bei der Muskelarbeit vermehrend beeinflusst, so- 
dass die oxydative Beseitigung der Milchsiure eine langere Zeit und grésseren 
Sauerstoffverbrauch in Anspruch nimmt. Die Vermehrung des ,,Oxygen 
Debt“ beim O,-Mangel ist friher von Barcroft® bei Inhalation einer 11,65% 
O, enthaltenden Luft nachgewiesen worden. 
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Nach dem Arbeitsversuch von Loewy® in der Unterdruckkammer soll 
bei einem Barometerstand von mchr als 410 mm Hg (4900 m Hohe) sich der 
Sauerstoffverbrauch noch nicht verandern, aber das Atemvolumen vermehren 
und nach der Arbeit sich der respiratorische Quotient langdauernd steigern, 
was darauf hinweist, dass abnorme saure kohlensdureaustreibende Stoffe in 
vermehrtem Masse gebildet werden. Kodera® hat bei Kaninchen unter 
Einatmung 8-11% O, enthaltender Luft nachgewiesen, dass nach der Muskel- 
arbeit sich der Milchsaurespiegel des Blutes erheblich steigert und 90 min nach 
der Arbeit noch nicht vollstandig wiederherstellt. Er hat ferner bemerkt, dass 
auch die vermehrte Sauerstoffaufnahme sich nach der Arbeit verzégert geltend 
macht. Nach seinet Angabe sind auch der ,,Oxygen Debt“ sowie der ,,Oxy- 
gen Requirement“ bei der Muskel]tatigkeit vermehrt, und der respiratorische 
Quotient, der vor der Arbeit vergréssert ist, nimmt wahrend der Arbeit und 
danach erheblich ab. 

Darauf, dass in der grésseren HGhe det Eiweissumsatz durch Muskel- 
arbeit gewissermassen in grésserem Masse als in der Meeresh6he vor sich 
geht, haben Loewy u. seine Mitarbeiter® aufmerksam gemacht. Loewy” 
hat auch nachgewiesen, dass nach der Arbeit in der Luftverdiinnung die 
Aminoverbindungen im Harn in vermehrtem Masse ausgeschieden werden, 
was auf die Abweichung des Eiweissumsatzes von der Norm hinweist. Eben- 
falls haben Hopf®, Loewy”, Loewy, Eysern u. Oprisescu™ festgestellt, 
dass sich die Ausscheidung nicht nur von Harnstoff und Ammoniak, sondern 
auch von Kreatinin, Aminosauren u. a. vermehrt, wobei insbesondere sog. 
unbestimmter Stickstoff 30-45% gesamten Stickstoffs ausmacht ; daraus haben 
Sie geschlossen, dass der Harn durch angestrengte Muskeltatigkeit im Hoch- 
gebirge exquisit pathologisches Verhalten aufweist. Nach der Angabe von 
Schenk u. Stahler™ sollen beim Skilaufen im Hochgebirge sich der 
Kohlenstoffquotient C: N und der Vakat-Sauerstoff im Harn vermehren. 
Doch stimmen die Ergebnisse der Unterdruckkammerversuche von Singer™ 
u. a. in bezug auf den Stickstoffumsatz keineswegs mit den Angaben obiger 
Autoren iiberein. 

Bei Muskelarbeit unter dem O,-Mangel wird die O,-Versorgung durch 
die Vermehrung des Atemvolumens und die Steigerung der Blutzirkulation 
bis zu gewissem Masse kompensatorisch verbessert und die Arbeit geht ziem- 
lich richtig vonstatten ; wenn der O,-Mangel aber iiber eine bestimmte Grenze 
hinausgeht, kann die Oxydation bzw. Beseitigung der dabei entstandenen 
verschiedenen intermediaren Stoffwechselprodukte wegen der mangelhaften 
O,-Lieferung nicht in vollem Masse bewerktstelligt werden ; es haufen sich 
dann abnorme Abbauprodukte an und das chemische und physiko-chemische 
Verhalten des Muskels weist erhebliche Abweichung auf, um schliesslich zu 
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betrachtlicher Abnahme der Muskelleistung zu fiihren, was durch zahlrceiche 
Versuche im Hochgebirge bzw. in der Unterdruckkammer und der Inhalation 
sauerstoffarmen Gasgemenges bestatigt worden ist. 


Embden, Lehnhartz u. Hentschel! haben nach 20 min langer Reizung 
des Semimembranosus von Temporaria den Milchsauregehalt des Muskels bestimmt 
und nachgewiesen, dass die Zunahme des Milchsaurespiegels beim Wasserstoffmuskel 
grésser als beim Sauerstoffmuskel ist. Kaulbersz! hat beim Arbeitsversuch im 
Hoéhenklima nachgewiesen, dass sich die H-Ionenkonzentration im Blut und Harn 
nach Ermiidung infolge der verlangsamten Beseitigung der Milchsaure starker als in 
der Ebene erh6ht. Schumburg u. Zuntz!® haben bemerkt, dass eine Maximal- 
leistung von 999 m kg pro min in Berlin bis zu 619 m kg in der Bétempshiitte (2800 
m) und bis zu 354 m kg auf dem Monte Rosa (3800 m) abnimmt. Nach Margaria’® 
soll die Leistungsfahigkeit des Muskels im Unterdruckkammerversuch von einem 
Druck zwischen 500-400 mm Hg abwirts schnell abnehmen und bei einem Druck 
von ungefahr 300 mm Hg plétzlich auf Null fallen. Er ist der Ansicht, dass beim 
missigen Druckabfall die Arbeitsleistung im Beginn (in der anaeroben Phase) un- 
beeinflusst ist, in der oxydativen Phase abnimmt, bei starkerer Luftverdiinnung aber 
von Anfang an iberhaupt unmdéglich wird. Kodera!” hat festgestellt, dass beim 
Kaninchen sich die Kontraktionsfahigkeit des Gastrocnemius durch die Inhalation 
sauerstofflarmer Luft Hand in Hand mit der Steigerung des Blutmilchsdurespiegels 
vermindert. Maeta!®) will beim Unterdruckversuch die Arbeitsfahigkeit des Mus- 
kels zusammen mit dem O,Verbrauch sich herabsetzen gesehen haben. Hartmann!) 
u. Ikemune® haben nachgewiesen, dass die Muskelkraft der Handbeuger mit 
zunehmender Hohe abnimmt. Wertheimer fand in starker Luftverdiinnung 
eine erhebliche Abnahme des Glykogens im Muskel und wollte die Abnahme der 
Muskelleistung in grosser Hohe auf diesen Glykogenschwund zuriickfiihren, Hin- 
gegen haben Yosomiya,” Gay”), Winkler™ u. a. bei O,-Verdiinnung die 
Steigerung der Muskelzuckung durch Nervenreiz bemerkt und Stern®) dabei die 
Zunahme des Muskeltonus konstatiert. 


Wie oben angefiihrt, ist es iiber jeden Zweife] gehoben, dass in grosser 
Luftverdiinnung die Muskelleistung erhebliche Veranderungen erleidet ; 
jedoch ist die Untersuchung iiber die Abweichungen der dabei im betreffenden 
Muskel sich abspielenden chemischen bzw. physikalisch chemischen Prozesse 
noch sehr liickenhaft. Die vorliegende Untersuchung habe ich also ausge- 
fiihrt, um die in grosser O,-Verdiinnung eintretenden Veranderungen der 
Stoffumsatze im Muskel, insbesondere die bei der Muskelarbeit zu erforschen. 


Versuchsmethode. 


Als Versuchstier dienten ausschliesslich gut genahrte erwachsene Hunde von 
ungefahr 10 kg K6rpergewicht. Unter Einatmung sauerstoffarmer Luft wurden 
am in den Gastrocnemius einfliessenden arteriellen und daraus ausfliessenden ven- 
ésen Blut der Hamoglobin-, Eiweissgehalt, der kolloid-osmotische Druck (unten 
kurz: k. o. D.), Zucker- und Milchsaurespiegel und CO,-Gehalt vergleichend be- 
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stimmt, um die im Muskel stattfindenden Veranderungen betreffender Daten zu 
untersuchen; es wurde auch der Blutstrom im Muskel bemessen, ferner aus dem 
Gewicht des Muskels und der Differenz des arteriellen und vendsen CO,-Gehaltes die 
CO,-Bildung pro g Muskelgewebe berechnet. Alle obige Bestimmungen wurden in 
der Ruhe sowie auch nach der Muskelarbeit, also nach einer fiir eine bestimmte Zeit 
ausgelésten Muskelkontraktion durchgefiihrt, um iiber die bei Muskelleistung auf- 
tretenden chemischen Vorgiange Aufschliisse zu gewinnen. 

Am Versuchstag bekam das Versuchstier morgens friih in niichternem Zustand 
subkutan von 2% iger Morphinlésung 0,2 ccm pro kg K6érpergewicht und wurde, 
nachdem es sich ganz ruhig verhalten hatte, auf einem elektrisch erwarmten Tier- 
halter gefesselt. Dann wurde M. gastrocnemius einer Seite nach dem Verfahren von 
Verzra™®, Barcroft u. Kato”, ohne von der allgemeinen Zirkulation abgetrennt 
zu sein, von umgebenden Geweben abpripariert und blossgelegt, alle Gefassaste, die 
zum Muskel ein- und austreten, bis auf die Hauptarterie und -vene unterbunden. 
An A.u.V. saphena, und zwar in der Nahe von deren Abzweigungsstelle von der A. 
resp. V. femoralis wurde je eine Kaniile eingelegt, um das Blut dem betreffenden 
Gefasse ohne Stagnation entnehmen zu kénnen. Zwecks Gasinhalation wurde eine 
Y-formige Glaskaniile mit Ventil in die Trachea eingelegt. N. ischiadicus, der den 
Muskel innerviert, wurde an einer Stelle gerade vor dem Eintritt in den Muskel 
geschnitten, der zentrale Stumpf wurde mit einem Tuch, das in die kérperwarme 
Ringerlésung eingetaucht worden war, umwickelt. 

Um die Einfliisse der Fesselung und Operation méglichst zu vermeiden, wurde 
das Tier zwei Stunden lang ruhig liegen lassen und dann die Blutprobe entnommen. 
Bei jeder Blutentnahme wurde auf die Gleichzeitigkeit der arteriellen und vendsen 
Blutprobe achtgegeben, um den Unterschied zwischen beiden Blutarten richtig und 
genau beurteilen zu k6nnen. 

Als sauerstoffarme Luft, die das Versuchstier einatmen sollte, wurde diejenige 
Gasmischung, die durch Einmischen des Stickstoffs in die atmosphiarische Luft 
einen O,-Gehalt von ungefahr 9%, (also 5200 m Nennhéhe) zeigte, benutzt. Die 
Kontraktion des Gastrocnemius wurde erst 20 min nach Inhalation sauerstoffarmer 
Luft, wo deren Einfluss manifest wurde, ausgelést. Sie wurde dadurch ausgelést, dass 
der proximale Ischiadikusstumpf mittelst eines DuBois-Reymondschen Induk- 
tionsapparates (1. Spule mit 130 Windungen, 2. Spule mit 4350 Windungen), der 
mit einem Akkumulator von 2 Volt verbunden ist, in einem Rollenabstand von 10 
cm mit der Haufigkeit von 150 mal pro min fiir 5 min gereizt wurde. Es wurden 
gleich nach der Reizung und spater nach 30 und 60 min Blutproben entnommen. 
Jedesmal wurden je 4 ccm Blut der A. u. V. saphena entnommen, von denen 1 ccm 
zur Bestimmung von CO,, 1,5 ccm zu der von Eiweiss, k. 0. D. sowie von Chlor, und 
iibrige 1,5 ccm zur Milchsaure-, Zucker- und Hamoglobinbestimmung dienten. 

Die Blutstromgeschwindigkeit, d. h. die vendse Blutmenge, die in einer Minute 
aus dem Gastrocnemius herausfliesst, wurde aus dem Zeitraum, den 1 ccm Blut aus 
V. saphena erfordert, eine trockne, genau graduierte Pipette, die in derselben Ebene 
‘mit der genannten Vene horizontal gelegt ist, durchzufliessen, berechnet. Nach 
Abschluss des Versuches wurde der betreffende Muskel vorsichtig abgeschnitten, 
vom Fettgewebe u. a. befreit und das Gewicht gewogen. Man hat aus dem Unter- 
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schied des vendsen und arteriellen CO,-Gehaltes, multipliziert mit der Blutstrom- 
menge in einer Minute, die in einer Minute in der Gewichtseinheit des Muskels 
geinderte CO,-Menge des Blutes berechnet und diesen Wert vorlaufig als CO,- 
Bildung im Muskel bezeichnet, also : 


CO,-Gehalt (V-A) x Blutst 
;, oe Markzlbecieies i00- =ecm CO, pro g Muskelgewicht pro min. 


Des weiteren, um den Ermiidungsverlauf bei Muskelarbeit zu beobachten, 
wurden die Amplitude und Frequenz der Kontraktionen des Gastrocnemius auf 
einem Kymographion mit einem Hebel registriert, der durch einen Faden mit der 
Spitze der Mittelzehe des Versuchstiers verbunden ist. 

Der CO,-Gehalt des Blutes wurde mittelst des Van Sly keschen Apparates, 
der Eiweissgehalt mittelst des Pulfrichschen Eintauchrefraktometers, der k. 0. D. 
nach der Methode von Krogh u. Nakazawa*™’, die Hamoglobinkonzentration mit 
Fleischl-Miescherschem Hamometer* bestimmt. Ferner wurden die Bestim- 
mung des Milchsdurespiegels nach der Methode von Anrep u. Cannan in der 
Modifikation von Hayasaka u. Inawashiro,™ die des Blutzuckerspiegels nach 
der Methode von Hagedorn u. Jensen™ und die des NaCl-Gehaltes nach der 
Mikromethode von Rusznyak* durchgefihrt. 


I. Versuch bei Einatmung atmosphirischer Luft. 
1. Ruheversuch. 


Zuerst wurde zur Kontrolle an 4 gesunden Hunden unter Einatmung 
atmospharischer Luft Bestimmungen von Hamoglobin- und Eiweissgehalt, 
kolloid-osmotischem Druck, Chlorgehalt, Zucker- und Milchsaurespiegel 
sowohl im vom M. gastrocnemius ausfliessenden vendsen als auch im 
demselben zufliessenden arteriellen Blut ausgefiihrt und die betreffenden 
Daten in beiden Bluten miteinander vergleichend beobachtet, um die unter 
Einatmung gew6dhnlicher Luft eintretenden chemischen Vorgange im 
ruhenden Muskel zu erforschen. Es wurde auch der Blutstrom im Muskel 
untersucht, ferner aus dem Gewicht des Muskels und der Differenz des 
atteriellen und vendsen CO,-Gehaltes die CO,-Bildung des Muskels 
berechnet. Die Versuchsergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefasst. 

Hamoglobin: Der Himoglobingehalt zeigt nur kleinen Unterschied 
zwischen dem arteriellen und dem venésen Blut, ist aber im letzteren stets 
hdher. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass das Blut beim Durchtritt durch 
den ruhenden Muskel einen Bruchteil seiner Blutfliissigkeit daselbst verliert 
und sich folglich eindickt, was schon von Barcroft u. Kato*? bemerkt und 
spater von Kimura u. Takahashi™ sowie Kusano™ bestatigt wurde. 

Eiweiss: Das Serumsziweiss zeigt im vendsen Blut einen hdheren 


Wert als im arteriellen, und die Relation VAX 100 betrigt im Durchschnitt 


+1,3. Sie ist in einzelnen Versuchsfallen ohne Ausnahme offenbar grésser 
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Tabelle 
Bestimmungen bei Ruhe unter 
| . Blut- | CO,-Geh = ‘ 
» Is! | om ~Gehalt des CO,- Hamoglobin 
2 get |.8 lala | Seek Blutes (Vol. %) | Bildung (gid!) 
C5805 88) 1 8 | digkeit | —— 
2 seg sacs 3/ Eis fe | «< |ee|S | 
4 A\o > Yor] BS 3 ie om Sa | 
B< Sieg NB |™ 1S [SSlese] <)> | oS GE | uae > an 
Z (3m | & | | |g eee F310 | [3k 
Pe OE: | io | | rue he | 1s) 

1/1088! 30 | o | 56/|18/13,0, | 44,45 48,15) | +3,70| 0,01601 | 13,08| 13,141 +0,4 
25 | 58 | 20 | 12,8, —1,5, 45,05 49,07 +3,92 0,0167| +-4,4| 13,08) 13,14 +0.4 
| 55 | 60 | 20 | 13,0| +0 | 46,30) 50,00 +3,70|0,0160| +0 | 12,98] 13,04] +0,4 

85 | 56 | 20 | 13,3) +2,3) 43,52 47,33 +3,81 0,0169 +5,6 12 98 13,01) +0,2 
2| 859| 28 | 0 | 48 | 16 | 13,0 41 89 46,55 +4,66 0,0216 12 80) 12,86) +0,4 
25 | 50 | 16 | 13,3) +2,3] 42,83 47,49| +-4,66| 0,0221) +2,3| 12,80) 12, 86 +0,4 
| 55 | 46 | 18 | 13,6 +4,6 41,89 46,55 +4,66 0,0226| +-4,6| 12,76 12,80] +0,3 
| 85 | 48 | 16 | 13,9| +6,9) 40 96, 45,65 +4, 69) 0,0233) +7,,9) 12, 170) 12,74) +0,3 
3| 9,66) 36 | 0 | 46} 18 17,6 139, 14 42,87 373 0,0182 14,24) 14,27| +.0,2 
| | 25 | 44 | 20 | 17,6 £0 | 39,14 42,87, +3,73/ 0,0182) +0 | 14,21| 14,24 +02 
| 55 | 46 | 20 | 17,1] —2,8, 39,14 42,99 +3,85| 0,0181| —0,5| 14,18 14,21] +02 
| | 85 | 46/| 18 | 18,2 +3, 4 38,24 41.94 +3, 170} 0,0187| +2,7) 14 109)14 :09) +0 

410,58] 40 0 | 48 | 16 |18 7 | 48,78 52,53, +3,75| 0,0175) 13,64) 13,70] +0,4 
| 25 | 48| 16) 18,2} —2,7| 49,71, 53,57| +3,86 0,0176 +0,6| 13,64] 13,70] +0,4 
| | 55 | 50 | 18 | 18,7 +0 | 47,84 51,79) +3,95| 0,0185| +5,7| 13,51|13 57) +0,4 
| 85 | 50] 18 | 19,3) +3,2| 46,90 50 65) +3,75) /0,0181] +3,4 13,51) 13,57| +0,2 

| 0 | 15,6 | 43,56 47,52| +3,96 0,0183) | 13,44) 13, rr +0,4 

aD? are 25 | 15,5, —0 ,6| 43,95. 48,25, +4,30 0,0186| +1,6| 13,43/ 13 48| +0,4 
55 | 15,6 +0 | 43,79 47,83, +4,04| 0,0188| +2,7 13,36 13,40 +0,3 

85 | 16,1 +32 42, 40, 46,39 +3, 99) 0,0192 +4,9| 13,32 13,35) | +02 


als die des Hamoglobins, bei dem sie im Mittel +0,4 ausmacht. Dies ist 
offensichtlich ein Beweis dafiir, dass diese Differenz nicht nur durch die 
Bluteindickung, sondern auch dadurch, dass der Muskel einen Teil seines 
Vorratseiweisses, wenn auch um ein geringes, ins ihn durchspiilende Blut 
abgibt, bedingtist. Kimurau. Takahashi™, Ichimi™® sowie Kusano” 
haben die analogen Daten gefunden. Dass das venése Blut im aJlgemeinen 
eiweissreicher als das arterielle oder Kapillarblut ist, ist von Bé6hme™®, 
Schwenker™®, Brunetti u. Elek®”, Yamaguchi®™® u. a. nachgewiesen 
worden. 

Wahrend der Eiweissgehalt des Venenblutes vermehrt ist, erweist sich 
aber der k.o.D. desselben stets etwas niedriger als der des arteriellen Blutes, 
also ist im Venenblut auch der kolloid-osmotische Druck pro 1% Eiweiss 
(unten kurz: Druck pto %) in einzelnen Fallen ohne Ausnahme deutlich 


erniedrigt ; die Relation v*x 100 betragt im Mittel —1,9. Das weist darauf 


hin, dass der Muskel ins ihn durchspiilende Blut weniger osmoaktive, d.h. 
grobdisperse Eiweissteilchen von Globulinart abgibt. Kusano) hat auch 
nachgewiesen, dass im von M. gastrocnemius ausfliessenden Venenblut das 
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1. 
Einatmung atmosphirischer Luft. 
Blutmilchsaure | Blutzucker | Serumeiweiss K.o. D. Druck pro % | Serum-NaCl 
(mgidl) | — <mg/dl) (%) (mm H,O) | (mm H,0) (mg/dl) 
e117 /8 E AS btbedide houkay. 
_— x x x | x | x 
<|> <./* > di [*|> l<L1¢ > |i </> [dt l<]> let 
>} | >| >| >! | >! > 























12,86 14,79|-+15,0| 106| 99|— 6,6| 7,98) 8,03) +0,6| 280 | 278 | —0,7) 35,1| 34,6] —1,4| 590 | 585| —0,8 
12,86 14,79 +-15,0) 108 | 101 |— 6,5) 7,96) 8,03 +0,9| 278 | 276 —0,7) 34,9) 34,4) —1,4| 590 | 585) —0,8 
12,21 14,14. +15,8| 106| 97|— 8,5| 7.92/8,00 +-1,0] 276 | 272| —1,4| 34,8] 34,0] —2°3| 590 | 586 | —0.7 
12,8614,79|+15,0| 106} 99|— 6,6) 7,85| 7,94| +1,1] 272| 270 — 0,7) 34,6 34,0} —1,7| 585 | 581 | —0,7 
14,79 17,36-+17,4) 120| 108 ~10,0, 7,35| 7,49] +-1,9| 275 | 273| —0,7| 37,4) 36,4 _24| 560 | 556 | —0,7 
14,79 17,36 +17,4 124 | 111 |—10,5| 7,35] 7,49] +1,9| 274] 273| —0,4| 37,3] 36,4| —2,4/ 560 | 557| —0,5 
14,79 18,00 +21,7| 120| 108 |—10,0| 7,27| 7,42] +2,1| 270| 268 | —0,7| 37,1] 36,1| —2,7| 555 | 552| —0,5 
15,43 18,64 +20,8) 120 106 | —11,7) 7,29) 7,44) +2,1] 270] 269/ —0,4) 37,0] 36,1] —2,4) 558 | 555) —0,5 


36 

36 

36 

36, 

16,71/18,64|+11,1) 115 | 106 7,8] 7,55) 7,63) +-1,0) 286 | 283 | —1,0| 37,9) 37, 
36 

36 

35 


1 
- 1] —2,1| 575 570| —0,9 
16,07 18,0014+12,0| 113 | 104|— 8,0) 7,51| 7,60] +1,2/ 280] 276] —1,4| 37,3] 36,3] —2,9| 570| 566 | —0,7 
16,71)18,64|+11,1) 113 | 104|— 8,0) 7,42| 7,53] +1,5 276 | 272] —1,4) 37,2) 36,1 
7 6 


| —2,9| 575 | 572} —0,5 
15,43,17,36 +12,5, 110] 102|— 7,3) 7,33| 7,44) +1,5| 270| 267| —1,8) 36,8) 


a 575 | 571 | —0,7 


















































13, 50, 16,07'+19,0 108} 95/—12,0 7,89) 8,00} +1,4) 260} 259) —0,4) 32,9) 32,4) —1 5 545 | 541 | —0,7 
14,14/16,71/+ 18,2, 106} 95 |—10,4/ 7,89) 8,00) +1,4 258) 258) +0 | 32,7) 32,2) —1 5) 545 | 542 | —0,5 
15,43 18,64;+20,8) 106} 93 |—12,3) 7,85) 7,98] +-1,6 254} 252| —0,8) 32,3) 31,6) —2,2/ 545 | 542 | —0,5 
14,79/18 00)+21, 7|106| 95 —10,4) 7,74 7,87 +1,7) 250 | 249 | —0,4/ 32,3) 31,6 —2,2) 545 | 542 | —0,5 
} | 
14,46 16,71 +17,3 112 102 |— aa 7,69) 7,79| +1,3, 275 | 273 | —0,7| 35,8 35,1| —1,9 567 | 563 | —0,7 
14,46 16,71| \+17,3) 113 | 103 |— 8,8) 7,68) 7,78) +-1,3 272 | 271 | —0,4) 35,5) 34,8) —2,0| 566 | 562 | —0,7 
14,7817 38, \+-17,5, 111 | 100 |— 9,9) 7,61) 7,73) +1,6, 269 | 266 | —1,1| 35,3) 34,4 566) 562 | —0,7 
14, 6317 :201+17,6 110 100 |— 9,1) 7,55, 7,67) +1, 6 265 | 264 | —0,4! 35,2) 34,3) —2, 5 566) 562 | 0.7 











Gesamteiweiss vermehrt ist, wobei das Albumin ab- und das Globulin hin- 
gegen ziemlich augenfallig zunimmt. 
Serum-NaCl: Der NaCl-Gehalt zeigt im Muskelvenenblut einen 


ee . . ; : V-A ss ‘ 
niedrigeren Wert als im Arterienblut, die Relation 4-100 betrigt im 


Durchschnitt —0,7, was darauf hinweist, dass der Muskel aus dem ihn durch- 
spiilenden Blut eine gewisse Menge Kochsalz in sich aufnimmt. Dasselbe 
Ergebnis wurde schon von Kimura u. Takahashi*™ sowie Ichimi™ kon- 
statiert. Dass nicht nur das vendse Muskelblut, sondern im allgemeinen das 
vendse Blut auch chlorarmer als das arterielle ist, wurde auch von Bogen- 
dérferu. Nonnenbruch™, Doisy u. Beckmann, Brunetti u. Elek®™”, 
Yamaguchi u. a. bemerkt. 

Blutzuckeru. Milchsaure: Wie aus Tab. 1 zu ersehen, ist im vom 
Muskel ausfliessenden Venenblut der Blutzuckerspiegel stets niedriger, hin- 
gegen der Milchsaurespiegel stets héher als im Arterienblut ; die Relation 


VA x 100 betragt beim Zucker durchschnittlich —8,9 und bei der Milchsaure 


+17,3. Es ist bekannt, dass auch in der Ruhe der Muskel Zucker verbraucht 
und Milchsaure bildet, was auch friiher an Prof. Katos Medizinischer Klinik 
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von Kimura u. Kato*, Koderau. Adachi, Sugimoto, Kodera 
u. Sugimoto™, Sato u. Kasugai®®» u. a. nachgewiesen worden ist. 

CO,-Gehalt des Blutes : Der CO,-Gehalt ist im aus dem Muskel 
flicssenden vendsen Blut durchschnittlich um 3,96 Vol. % héher als im in 
denselben einfliessenden arteriellen. Aus diesem Unterschied zwischen 

eiden Blutarten wurde die in einer Minute produzierte Blut-CO,-Menge fiir 
die Gewichtseinheit der Muskelsuchstanz berechnet, sie macht im Mittel 
0,0183 ccm aus. Dies steht in gutem Einklang mit den Ergebnissen von 
Kodera u. Adachi™ sowie Kodera u. Sugimoto™, 

Im Hauptversuch dauerte, wie im nachsten Kapitel beschrieben wird, die 
Einatmung abnorm zumsammengesetzter Luft 85 min lang, und die erste 
Blutprobe wurde 20 min nach dem Beginn der Inhalation und die weiteren 
dreimal, und zwar unmittelbar nach Abschluss der auf 5 min ausgelésten 
Muskelkontraktion, nach 30 und 60 min entnommen. Also wurde zur 
zeitlichen Kontrolle auch in vorliegender Versuchsreihe die Blutprobe je 3 
mal, wie 25, 55 und 85 min nach der ersten Blutentnahme,entnommen. Nach 
dieser wiederholten Blutentnahme erfahren der Himoglobin-, Serumeiweiss- 
gehalt, k.o.D. sowie Druck pro % mehr oder weniger Verminderung, was 
ohne Zweifel darauf beruht, dass durch Blutverlust eine Hydrimie mit 
osmotischer Druckabnahme im Blut auftritt. Was die arterio-vendse Dif- 
ferenz der Daten betrifft, so wurde sie im Laufe der Zeit beim Hamoglobin- 
gehalt etwas kleiner, beim Serumeiweiss und k.o.D. aber etwas grésser, was 
darauf hindeutet, dass wegen der Hydramie sich der Ubertritt der Blutflissig- 
keit in den Muskel allmahlich schwacht, die Eiweissmobilisation aus dem 
Muskel ins Blut hingegen steigert, wobei es sich auch hauptsdchlich um die 
Globulinarten handelt. 


2. Arbeitsversuch. 


An 5 Versuchstieren, bei denen man unter Einatmung normaler Luft 
durch 5 min andauernde faradische Reizung des Ischiadikus die Kontraktion 
des Gastrocnemius hervorrief, beobachtete man die betreffenden Daten vor 
und nach der Arbeit miteinander vergleichend, um die durch Arbeit eintreten- 
den Veranderungen der Stoffwechselvorginge im Muskel zu erforschen (Tab. 
2). Fig. 1 illustriert die Ergebnisse des Versuchs 3. 

Blutstrom: Wie aus Tab. 2 zu ersehen ist, belauft sich die prozenti- 
sche Zunahme des Blutstroms im Muskel gleich nach 5 min langer Muskel- 
arbeit durchschnittlich auf 100,6% (84,6-150,4%). Dann aber vermindert 
sich der Blutstrom rasch, damit der Anfangswert alsdann wieder erlangt wird ; 
30 min nach der Arbeit betragt seine prozentische Zunahme namlich durch- 
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schnittlich 20,5% (12,8-28,4%), nach 60 min wird der Ruhewert wieder voll- 
standig erreicht. Es unterliegt keinem Zweifel, dass durch Arbeit sich die 
Muskelgefasse erweitern und der Blutstrom im Muskel vergréssert, und dass 
bekanntlich im arbeitenden Muskel gefasserweiternde Stoffe erzeugt werden 
und im Laufe der Arbeit sich die aktiven Kapillaren im Muske] vermehren. 

Hamoglobin: Durch die Muskelarbeit vermehrt sich der Haimo- 
globingehalt im Arterien- sowie auch Muskelvenenblut, aber im letzteren be- 
sonders stark, was auf die Bluteindickung hinweist, die darauf beruht, dass 
die Muskelarbeit zur Permeabilitatssteigerung der Kapillarwand und zur 
Quellung der Muskelfasern fiihrt, sodass das Blutwasser in den Muskel in 
erh6htem Masse hineindringt. Dies wurde zuerst von Zuntz u. Schum- 
burg*, Willebrand*?, Klug*® u.a. aus der nach der Arbeit eintretenden 
Zunahme der Erythrozytenzahl vermutet, dann von Barcroft u. Kato*? 
bestatigt und spater von Fenn*) sowie Wood, Collins u. Moe™® u. a. 
am Gastrocnemius des Hundes nachgewiesen. 

CO,-Gehalt des Blutes: Gleich nach der Arbeit nimmt der CO,- 
Gehalt im Arterienblut ab, im Muskelvenenblut hingegen zu, sodass die 
Differenz zwischen beiden Blutarten dabei fast noch mehr als doppelt soviel 
wie im Ruhewert wird. Hierbei beeinflusst die durch Arbeit erhohte H- 
Ionenkonzentration das CO,-Bindungsvermégen des Arterienblutes ver- 
mindernd, wahrend der CO,-Gehalt des Muskelvenenblutes infolge der durch 
Arbeit gesteigerten CO,-Bildung zunimmt. Gleich nach der Arbeit belauft 
sich die Zunahme der CO,-Bildung im Mitte] auf 344,8% (312,4-398,7%), 
nach 30 min aber verkleinert sie sich stark und betragt im Durchschnitt 42,2% 
(12,6-70,8%), nach 60 min wird somit wieder der Ruhewert erreicht. 

Eiweiss: Direkt nach der Muskelkontraktion weist der Eiweissgehalt 
im Arterien- u. Muskelvenenblut eine Zunahme auf, die aber im letzteren 


- ‘ . ‘ .  V-A se . 
stitker ist, sodass sich die Relation =~ 100 vergréssert. Da diese Zu- 


nahme aber iiberhaupt mit der des Himoglobins gleichen Schritt halt, handelt 
es sich dabei m. E. vorwiegend um die Bluteindickung. Dass bei Muskel- 
arbeit das Bluteiweiss infolge der Bluteindickung zunimmt, ist schon von 
Zuntz u. Schumburg,*® Brighenti®, Boéhme™, Schneider u. 
Haves®), Eckert®, Cassinis®, Deutsch u. Weiss®», Nishiyama” 
u. a. nachgewiesen worden. Dieser zugenommene Eiweissgehalt stellte sich 
30-60 min nach der Arbeit wieder zum Ruhewert her. 

Von hohem Interesse ist, dass durch Muskelarbeit sich der k.o.D. und 
der Druck pro % des Blutes erhdhen. In der Ruhe sind sie beide im vom 
Muskel ausfliessenden Blut niedriger, unmittelbar nach der Arbeit aber 


; . ; Vn 
hoher als im arteriellen Blut, so dass sich die Relation —y Xx 100 dann in 
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Tabelle 
Bestimmungen bei Muskelarbeit unter 
i= Blut- | 
ea : ‘a CO,-Gehalt des | 
es = 2 | onmaye- *Blutes CO,-Bildung | 
25 w — | schwin- 
iS 3ie 8 BIS! dickeit (Vol. %) | 
a pel &l oa. § | q |—Cske! es 
7% | 3\s S| Zeit der Blutentnahme | 2 & lo | | eo | 
m3 7S § 2/2/£.| s yeu aa 
Bo /8 = Sleel eet) <j >] vf | 88 eae] <| 
- iw & 18 Qa 5 5); a | Oe 
1! 9,6 26 | Vor der Arbeit 60 | 18 | 12,8 144,25 47,94 + 3,69 0,0182 |13,36 
6 | Direkt nach der Arbeit | 64 | 20 | 24,0| + 87,5:42,41/51,63/+ 9,220,0851|-+367,5/13,42 
| 30° » »  »  |64/20]15,0\-+ 17,2:43,33.47,94 + 5,390,0311|-+ 70,8/13,36 
60’ >» »  »  |62/20/12,5\— 2,3144,25147,94'+ 3,69:0,0177|— 2,7/13,32 
2} 8,5) 25 | Vor der Arbeit 54 | 22| 13,0 \45,85149,52/+ 3,670 01911 13,94) 94 
6 | Direkt nach der Arbeit | 60 | 24 | 24,0|+ 84,643,1051,35,-+ 8,250 ,0792|-4-314,6) 14,00 
30’ » »  »  |56|20|16,7\+ 28,4144.93'48.60 + 3,670,0245|4 28,313.94 
60’ so 6) S612 11,5|— 11,5/44,93,48,60 + 3,67 0,0169|— 11,5/13,88 
3 |10,5 45 | Vor der Arbeit 64 | 22} 20,0 42, 72:47,27\+ 4,550,0202 14,24 
Direkt nach der Arbeit | 68 | 24 | 37,5|-+ 87,5/40,00,50,00 +10,00.0,0833|-+-312,4'14,30 
30’ » »  »  |66|26|23,1|-+ 15,5/41,81147.27|+ 5,4610,0280\+ 48,6/14,24 
60’ » » »  |66| 24) 20,7)+ 3,542, 72 47,27|+ 4,550) 0209\+ 3,5)14,24! 
4 | 10,0; 42 | Vor der Arbeit 68 | 18 | 21,4 \46,35,50 98) + 4,63,0,0236 13,08 
g | Direkt nach der Arbeit | 70 | 20 | 42,8/+100,0'43,5753,77/4+10,200,1039 +340,213,11 
| 30’ » »  »  |68/18]|27,3)-+ 27,645,4250,98 + 5,560,0361|+ 53,0/13,08 
| 60’ » » »  |68}20}20,0|\— 6,5/47,28'51,91'+ 4,630, ,0220/—  6,8|13,08) 
5 | 8,7| 32 | Vor der Arbeit 66 | 19 | 13,3 44,39'48,02 + 3,630,0151 14,52) 
e | Direkt nach der Arbeit | 72 | 20 | 33,3}+150,4/41,68)48,92/+- 7,24|0,0753|-4+398,7|14,58 
| 30 ere 15,0|+ 12,843,49147,11 + 3,62:0,0170|+ 12,6/14,52 
co 60’ > 2 » 164/18/120— 9,8)45,30 48,92 + 3,62(0,0136 — 9,9/14,48 
| Vor der Arbeit | | 16,1 44,71/48 .75|-+ 4,040, 0192 13,83 
| Ditekt nach der Arbeit 32,3/+100,6/42,15151,13/+ 8,98)0,0854 +344,8/13,88 
Durchschnitt 
eee: | ae or ee | | 19,4)-+ 20,5)43 ,80/48,38\+ 4,58(0,0273.+ 42,2/13,83 
| 60’ . «2 | [153-55 10/44,90 190)48,93|+ 4 1030 0182 — 5,2/13,80 





jedem Fall mit (+) kennzcichnet. Aber 60 min nach der Arbeit kehrt sie 
wieder zum Ruhewert zuriick. Der Druck pro % verhilt sich also fast 
gleich wie der k.o.D. Die Erhéhung dieser beiden Werte wiirde sich daraus 
erklaren lassen, dass infolge der durch Muskelarbeit gesteigerten Eiweiss- 
spaltung in Organen und Geweben, besonders im Muskelgewebe, klein- 
molekulare Eiweisskérper von Albuminart in grésserem Masse produziert 
werden und durch die Kapillarwand hindurch, deren Permeabilitat fiir die 
kleinmolekularen Eiweissk6rper bei der Muskelarbeit gesteigert ist, ins 
vendse Blut austreten, so dass es dann zur Steigerung des k.o.D. sowie Drucks 
pro % fiihrt. In der Ruhe aber ist gerade das Gegenteil der Fall, weil dabei 
grdésstenteils grossmolekulaére Eiweisskérper von Globulinart vom Muskel 
ins Blut austreten. Dass bei Muskelarbeit sich das Muskeleiweiss in grossef 
Menge spaltet, erklart sich aus ethéhter N-Ausscheidung im Harn (Rakes- 
traw)*” und auch aus erheblichem Zunahmen des Kreatins und Kreatinins 
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Stoffumsatze im Muskel beim O,-Mangel 
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t Einatmung atmosphirischer Luft. 





sehen | Blutmilchsdure | Blutzucker |serumeiweiss K.o.D. Druck pro %| | Serum. 
e | (gla | (omelaly | (2%) | (mm 0) | (emm FO) " _ (mg/l 


(g/dl) 
= | wrt} t!. 





af 


_= — 


x x ® x 
i\< : lle!“ - *\ 
} } > 
13,39) +0,214,79|18,00 +21,7'108, 95|— 12,0'7,72'7,76 +-0,51274|272| 0,735, 5(35,0|—1,4|590|585|—0,8 
13,51 +0,7'18,00125,71|442,8 106, 86 —23,27,76 7,85, +1,1|275,280|-+1,8135,4135,7|-+-0,8588/581|—1,2 


13,42) +0,4 15,43 19,29) +25,0 104, 90/—13,5)7, 747 78 +0,7|272|274|—0 ,7/35 "1/35,2 +0,3 590/584 —1,0 
13,36) +-0,3 14,79 17,36|+17,4104 95'— 8,67 707 74 +0 15272270} -0,7:35,334,9|—1, 1/589/583)— 0,8 


14,00) +0,4 13,50}16,07|+- 19,0113 102\— 9,78 498, 56 +0,8/290/286|—1 34,1 1/33,4;—2 01575) 572|—0,5 
14,12, +-0,8 17,36|23, 79 |+37,0 106, 88)/—17 08, 538, 769 +1 ,61292|298 +2 10334,3134,3 + ‘01575 568|— 1,2 
14,00; +0,4 14,14 17,36 +22,7108 97|—12, 08 308, ‘41 +1,3|284/288)+-1 434,2! (34,2) 0/574|570|—0,7 
13,94) +0,4 12,86/15,43 +20, 0106, 97,— 8 58,35 8 43 +0,9|284/282|—0,7/34 033, 4|—1,8|575/572|—0,5 


14,27) +-0,2/11,57/13, 50) +16,7/124113'— 8,9)7, 747 385) + 1,4/275/273| —0,7/35,5|34,8) —2, '0\560/558|— 0,3 
14,45) +.1,0,15,43)20,57/433,3115, 99 ~13,97, 767,94 +2,3/276|284 +2,9/35 6/35, 8) +0, 61559 i 0 


14,33) +0,6 12,21/14, 79) +21,1120 108) — 10, 50,7 83/7 398) +1,9/274|280 +2,2)35) 0/35,1 +0,31558) 554 


V 
A 




















556/554)— 0,3 


14,33) +0,6 11,57/13. at kone om a Mi 9,07 .787,90 +1, 5|275|274|— 0,4135,3134,7 7|—1,7 


13,14} +-0,4/12,86)15, 43) +20,0 104 92 —11 57 837 ,98 +-1,9|260|257|—1 4133,232,2 —3,1/550)546)—0,7 
13,23) +-0,9 14,79|/21,85|+-47,7| 99) 83 —16,2)7, 3118 210 +2,9/264/272/+-3,0/33 5)33,6 +0,3) 548 940|—1,3 
13,17} +-0,7 13,50)16,71 +23, 8102 90|\—11,8'7,818 ;00) 


1 
2 
2 4'258)264 +2,3)33 0133, 0) +0 [550 544'—1,1 
13,14} +0,4 12,86)15,43|+ 20,0 102 90 —11,87,727,85 1,7/256,254|—0,7/33,2/32,3) —2,7/549545|— 0,7 
1 
2 
1 
1 





. 


14,61) +0,6 15,43 17,36 +12,5 97| 88|—10,2\7,85)7 94) »1/284/283|—0,3|36,2)35,6| — 1,6/575|570|—0,9 
14,73) +1,0 18,64/23,14/4+-24,1| 90 77, —14,4,7,878 08 »7|284|292) + 2,8/36, 1136, 1140 |572) 565|—1,2 
14,61, +0,6'16,71 19,29|-+-15,4 95) 86— 9,517, 85,7 ‘98 ,6|282/286)|+-1,4/35 '9/35,8 —0,3) 570565 — 

14,58} +0, 7/14, 79|16 371 \+13, 0 95) 86, — 9 57 85/7 06 +1,4/284/283 —0,3)36,2'35, 6|—1 16,570,565) — 0: 9 
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13,63/16,07|4-17,9|109 98 —10,1'7,9318,02 +-1,1/2771274|—1,1134,934,2\— -2,0157 566 — 07 
14 01 +0,9)16, 84/23,01|+-36,6|103, 87 —15,57,96)8,13|+2,1 278)/285|+-2,5/35,0 35,1 +0,3 5681561 ~1,2 
13,91 +0,614,40|17,49|+21,4/106 94 —11,37.91|8,03 +1,5276|278|-+-0,7/34, 6. 34,7 +-0,3'568/563 — 1,0 
13,87 +0, 5)13,37|15,69 +17,3|106, 96 — 9,4;7,88/7,98 + 1,3'274|273)—0,4/34, B34,2—1, 17)/568)564 — —0,7 
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. im Blut und Harn (Fei gl5®, Schulz™, Firth”, Eimer®), Kacl®™ u. a.). 

P Serum-NaCl: Gleich nach der Arbeit ist der KochsalzgehaJt im 
Arterienblut entweder unverandert oder nur um ein geringes vermindert, im 
Venenblut aber deutlich vermindert, sodass sich die V.-—A.-Differenz, d.h. 


| der negative Wert von YA y 100 vergréssert. Das soll einerseits nach der 
Angabe von Wood, Collins u. Moe darauf beruhen, dass das Chlor bei 
Muskelkontraktion vom Muske] in vermehrtem Masse in sich aufgenommen 
wird, anderseits muss man aber auch es in Betracht ziehen, dass dabei eine 
durch Muskelarbeit auftretende Azidose zur Steigerung des Ubertritts des 
| Kochsalzes in die roten Blutkérperchen fihrt. 

, Kontraktionshéhe des Muskels: Etwa 1 min nach Beginnen 
‘ der Ischiadikusreizung geht die KontraktionshGhe des Muskels nur ein 
wenig herunter, bleibt dann aber fast unverandert (vgl. Fig. 4). 
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Fig. 1. Prozentuelle Blutverinderungen bei Muskelarbeit unter Einatmung 
atmospharischer Luft (Versuch 3). 
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II. Versuch bei Einatmung sauerstoffarmer Luft. 
1. Ruheversuch. 


An 4 Versuchstieren, die man eine 8,5—9,3%O, enthaltende Luft durch 
die Trachealkaniile einatmen liess, wurde die Untersuchung ausgefiihrt (Tab. 
3). In Fig. 2 sind die in Versuch 4 erhobenen Daten dargestellt. 

20 min nach Beginnen der Einatmung sauerstoffarmer Luft nahm die 
Pulszahl parallel mit der Atemfrequenz erheblich zu, der CO,-Gehalt des 
Blutes ist demgemass vermindert. Die CO,-Bildung im Muskel nimmt 
dabei betrachtlich ab, wird im Verlauf der O,-armen Inhalation immer 
mehr vermindert, was wahrscheinlich vom herabgesetzten Oxydations- 
vorgang im Muskel herriihrt. "Dass die Abnahme des Sauerstoffdrucks 
der Atemluft zur Verminderung des O,-Verbrauchs im Muskel fiihrt, wurde 
schon von Verzar® bemerkt. Durch Einatmung sauerstoffarmer Luft 
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witd die Sauerstoffzufuhr zum Gewebe mangelhaft, nimmt der Blutstrom 
ab (s.u.), ferner tritt Azidose ein, was alles zusammen wirkend den O,- 
Verbrauch des Muskels immer mehr herabsetzt. Dass bei Azidose die 
Oxydation im Muskel gest6rt wird, ist aus den Versuchsergebnissen von 
Hartree u. Hill®, Dirr®, Hayasaka®, Kodera u. Adachi*) u.a. 
zuersehen. Die Herabsetzung des O,-Verbrauchs geht mit der Abnahme 
der Glykolyse im Muskel einher. 

Blutstrom: Unter Einatmung sauerstoffarmer Luft nahm der Blut- 
strom im Muskel, wenn auch um ein geringes, doch augenscheinlich ab, 
was auf die vorwiegend auf Azidose beruhende Verkleinerung des Gefiss- . 
kalibers zuriickzufiihren ware. Kodera u. Adachi*® haben auch gleichen 
Befund durch ihre Versuche mit Muskelazidose konstatiert. In der Dauer 
der Einatmung sauerstoffarmer Luft wird die Abnahme des Blutstroms all- 
mahlich grésser. 

Hamoglobin: Durch Einatmung sauerstoffarmer Luft nimmt die 
Hamoglobinkonzentration zu, im Muskelvenenblut aber starker als im Arte- 


rienblut, die Relation vax 100 vergréssert sich im Verlauf der Inhalation 


immer mehr. Daraus erhellt, dass beim O,-Mangel der Muskel vom ihn 
durchspiilenden Blut noch gréssere Menge Wasser in sich aufnimmt als bei 
Atmung atmosphfarischer Luft. Lokale Azidose, die vorwiegend von der beim 
O,-Mangel eintretenden Milchsdureanhaufung im Muskel hervorgerufen wird, 
fiihrt zur Steigerung der Muskelquellung und Permeabilitat der Kapillarwand, 
sodass das Blutwasser in grossem Masse in den Muskel iibertritt, um die 
Bluteindickung zu verstarken. 

Serumeiweiss: Beim O,-Mangel nimmt die Bluteiweisskonzen- 
tration zu. Dies wurde auch von Okada®? u. Kasugai®® beobachtet. 
Nach der Angabe von Kasugai® soll es sich dabei um die durch Oxyda- 
tionsstérung bzw. Azidose gest6rte Funktion der bluteiweissregulierenden 
Organe wie Leber u. a. handeln. Wie aus vorliegenden Ergebnissen zu 
ersehen, nimmt das Eiweiss hier im Muskelvenenblut besonders stark zu, 


also vergréssert sich die Relation v*' x 100 bedeutend. Obgleich diese 


Zunahme in einzelnen Fallen verschieden ist, geht sie doch im grossen und 
ganzen parallel mit der des Hamoglobins, d. h. mit der Bluteindickung, sodass 
man daraus schliessen kann, dass das Eiweiss nicht besonders beim O,- 
Mangel in so erhGhtem Masse vom Muskel ins Blut austritt. 

Der k.o.D. und Druck pro% nehmen sowohl im Arterienblut als auch 
im vom Muskel ausfliessenden vendsen Blut ab, aber im letzteren stirker, 
V-A 


A, 100 ergibt also eine deutliche Verminderung. Da 


die Relation 
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Tabelle 
Bestimmungen bei Ruhe unter 
— | } T T 
© |. | CO,-Gehalt des 
ee ie | pocieaa 8 ot |" Blutes | CO,-Bildung | Hamoglo- 
= 31g.2 = = | chwindigkei | (Vol. %) | (g/ 
Salo g Zeit d s/f Pp Seaiarep ether Aha, xed : a mht 
u BO| 2 oO eit der N § ? : ia : : —— 
Zz org §} Blutentnahme 3/9 lo Diff. in % > a | | itt in % 
50'S 2! alajac ' < | &-3 |} 
3°? & 8 (1) (2) | 33) (@) | @) 
1|11,0! 40 | Vor der Inhalation | 60] 14/17,6 39,65144,46 +4,8110,0212 12,5212,55 
6 | | 20° nach begonn. Inh,| 72 | 22 |16,7|— 5,1 i335 ,98 37,76 +3,78(0,0158|—25,5 12,55 12,61 
» » |76|22|16,7\— 5,1! O |33,9837,76 +3, 78(0,0158|—25.5 + 0 12,61 12,67 
| ls 2 x » |78 24 15,0|—14,8|—10,2:33,04 36,82 + 3,7810,0142)— 33,0 —10,1 12,67 127% 
| {85° . a » | 76| 24 14,6|—17,0\— 12,6 32,01)36,82 +-4,81/0,0140 —34,0 —11,4 12,61 1273 
| | 
2/ 10,8, 32 | Vor der Inhalation | 46/17 /15,0 142,21 46,9044 (90,0220 13,08 13,14 
@ | | 20’ nach begonn. Inh.| 54| 24| 15,0|+ 0 \33,77 37,50 +3,730,0175|—20,4 13,14 13,23 
| | 25° ‘ x » |56|26'14,3|— 4,7|— 4,7:32;83 36,56 +3,730,0165|—25,0 — 5,713.14 1326 
| e » |58/24/14,3\— 4,7|\— 4,728,1431,89 +3,750,0167 —24,1 — 4,6 13,2013,32 
| Fe J » |56|22| 13,3|—11,3—11,3:28, 1431,89 +3,750,0156|—29,1) —10,8 13,17 13,26 
3} 9,5| 40 | Vor der Inhalation | 44|12| 42, 50:46,20 +3,7000, 0173] 13,94 13,97 
@ | | 20’ nach begonn. Inh.| 56| 18|16,7|— 4,7 '36,96|39,73 +2,7700,0116|—32,9 14,06 14,15 
ari a ’ » |56|20/16,7|— 4,7 0 |36,9639,73 +2,77/0,0116|—32,9, + 0 14,0914,21 
| 55 ‘ a 64| 22 15,0|—19,8|— 10,234 19 36,96 +2,770,0104 —39,9 —10,3 14,15 14.30 
| \85’ " » | 64) 22 |14,6|— —21,9|—12, 16,32,34)35,11 +2 ,77|0,0101|—41,6, — 12,9 14,09 14,24 
4| 9,2) 37 | Vor der Inhalation | 40| 16 /15,8 '39,86,44,50 +-4,64(0,0198 12,80 12,86 
| 6 | | 20’ nach begonn. Inh.| 46 | 26 15,0\— 5,3 31,52'35,23 +3,7110,0150|—24,2 12,89 13,04 
| | |25 . » » [46/26 15,0\— 5,3 0 '30,5934,30 +3,71)0,0150|— 24,2 + 0 12,9213, 
| {55 » . » |48|24/14,3!— 9,5|— 4,7:27,81 31,52 +3,710,0143|—27,8 — 4,7 12,9213" 
| i ae ‘ » |46|24/14,3|— 9,5|— 4,7 26,88 29,66 +2,780,0107) — 459 — 28,7 12,89 13,07 
te der Inhalation | 168 41 105/45, 51/+4,460,0201| '13,08113,13 
Durch 20’ nach begonn. Inh.| 15,8|— 5,9 | 13,16 13,26 
” “hnitt |2>. : | |15:7|— 65|— 0,633, °59]37,09) + 3,500,0147|— ~ 26,9) — 2,0,13,19 13,30 
sesemeeedl | - - 14,6|—13,1|—_ 7,630,81|34,30 +3,49.0,0139| — 30,8 — 7,3 13,2413,32 
|85° » ‘ of 14,2|/—15,5|—10,1 29,84133,37 +3,530,0126 — —37,3| —16,0 13,19 13,32 
Diff. in % (1): Differenz in Prozent gegeniiber dem Anfangswert. 
Diff. in % (2): Differenz in Prozent gegeniiber dem Wert nach 20-min. Inhalation. 


der k.o.D. trotz der Zunahme des Eiweissgehaltes abnimmt, sinkt der Druck 
auch erheblich herab, was besonders im Muskelvenenblut der Fall 
ist. Dass bei O,-Mangel im allgemeinen im Blut das Albumin ab-, das Globulin 


pro 


0/ 
/0 








hingegen zunimmt, wurde von Kasugai®) nachgewiesen. 


nahme des Drucks pro % besonders im vom Muskel ausfliessenden Venen- 
blut stark ist, deutet darauf hin, dass bei O,-Mangel das Albumin des 
Blutes durch die Blutgefasswand mit gesteigerter Durchlassigkeit hindurch 
mehr oder weniger ins Muskelgewebe iibertritt (Albuminurie ins Gewebe), 
wahrend die Eiweisskérper von Globulinart in noch grésserer Menge als 
bei atmosphiarischer Luft vom Muskel ins Blut austreten. 


anderen Mitteilung®) habe ich darauf hingewiesen, dass durch Saurezufuhr 
sich die Eiweisskérper nach grobdisperser Seite hin verschieben lasst. 
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+1,221,21/25 07) +18,2127| 122 _ 


3,9.8,2418,39| +-1,8272/266|— 2,2)33,031,7\— 3,9)585577|—1,4 





+0,4/16,07118, ool4-12,0112 103|— 

+0,7|18,96|22,02/+ 16,1|120)114|— 

+0,819,61 22,82 +16,4 121/115) _ 

+0,921,53.25,39'+ 17,9 125)119|— 

+1,022,09 26,35 +19,3 128)123)/— 
} | 


grosser. 





oe ee Pee -0,7137,1)36,5|— 1,615781574|— 
5,0(7,62\7,75| +1,7\274|269| 


4,9'7,66 7,80)+-1 82731268) 
4,8'7,677 80+1, 7'269 


Zucker u. Milchsdure: 


Dass beim O2-Mangel bzw. in der Héhe der Zucker- und: Milchsauregehalt des 
Blutes zunehmen, wurde von einer Reihe Autoren (Zucker : 
Kellaway”, Brehmeu. Gyérgy™, Banerjiu. Reid™, Tanaka”, Forbes™®, 
Ishikawa” u.a.; Milchsaure: Laquer™!, Barcroft™, Macleod™, McGinty 
u. Gesell®, Jervell®, Gesell, Krueger, Gorham u. Bernthal®’, Baicen- 
ko u. Krestownikoff, Henderson, Radloff u. Greenberg*®’, Kodera®™®, 
Ishikawa”? u. a.) festgestellt. 









































—1 '8135,6 


kleiner wird. Das weist darauf hin, dass beim O, Mange! die Produktion der 





34,3) —3,6/571|565|—1,0 

'263|—2,2135,1/33,8|—3,7|569|561|— 1,4 

3,917,65,7,78|+ 1,7,266 260 — —2,2134,7/33,6|— 3,2)569)561|—1,4 
} | 


3. 

Rinatmung sauerstoffarmer Luft. 
xin | Blutmilchsdure | Blutzucker | Serumei- K.o. D. Drock = Serum-NaCl| 
i!) (mg/dl) (mg/dl) weiss (9% (mm H,O) (mm 1,0) (mg/dl) 
si mig | S a | | ] 8 g | S | Bemerkungen 
x fo] x x | | | x x x x | 

<q|> ; |al> 1a] >] <|> <|> <|> 
Sle} | | Fle Fl | [Fle " |$\< t< | \Tl<| 
| | a | > | ® i i= ee a 
$0,216,71 |19,29/+-15,4/115]106|— 7,8)7,707,74| +0, 5|295|293|— 0,7/38,337,8—1, 3/585/580|—0,8 Inhalationsluft : 
+0,519,29,22,50|+16,6120)113|— 5,87,81/7,92|+-1,4290285| —1,7:37,1:36,0-3,0580573|—1,2) O, 9,27% 
40,519,93.23,79 + 19,4 122/115) — 5,7/7,81/7,96| +1,9)287|282|—1,7|36,7'35,4\— —3,5|575'568)—1,2 co, 0,02% 
+0,721 185 26,36| +20,6)125 119) — 4,8,7,85|7,98| + 1,6,285|280)— 1,7|36,3'35,1|— 3,3/575'567\— 1,4) 
+03922,50-27,00 +-20,0127/120 — 5,5/7, 83)7 96+ 1,6283)277|—1, es 4 . 
+0,4:14,79)16,71) +13,01102! 90—11,777,337, 40) +0, 91257/254 —2,3/560/555|—0,9| Inhalationsluft : 
+0,7 18,00/21,21)+-17,8)113/106|— 6,2)7,40)7, 53 +1,7/251) '246|—2,033 9327 —3 15)554)547, — 1,3) O, 8,65% 
10,9118,6421,85-+17,2115/108|— 6,1'7,42:7.57 +-2,0 2501245|—2,0133,732,4|—3,8554547/-1:31 CO, 0,01% 
+0,9:20,57|24,43| + 18,8120113,— 5,8,7,46,7,60)+ 1 19)245\239|—2, 4/32,8,31,4) \—4,3)550'542 — 1,4) 
+0,721,2125 s71)+21,2 122.117|— 4,1/7,427, esti, 17 /242:236)—2 15}32,6 31,2 —4,3 550542 —1,4 
40,218,64'19, 93+ 6,91122/115|— 5,716,987; 07 4+1,32781277 —0,3)39, 8'39,2\—1, 5/573/570)— 0,5| Inhalationsluft : 
+0,621,85 24,43) + 11,8/129)124/— 3,9'7,09/7,22|+-1,8|275|271|—1 "4138, 8'37,5|—3 :31570565|—0, 9| O, 9,30% 
+0,8:22, 50.25,07 +11,4 129) 124|— 3,9,7,20,7,33 + 1,8/275,270|—1 :8138,2:36,8|—3,7 7|570'565|—0,9| CO, 0,01% 
+1,124,4327 ,64/-+-13,1'1321127|— 3,8'7 12'7,24/+1 ,7 270,264) —2,2/37,9'36,5|—3,7|565)560, — 0,9) 
+1,1 PATRI AG + tS OEE SS — 2,9/7,12 (7,24) +1,7/266,260 —2,237,3 35, 9|—3, 7/565) 560|— 0,9) 
+0,5 14,14 16,07) + 13,6/110/102)}— 7,3'8,068, 13] |+-0,9,284/282!—0,7/35,2/34,7) 1 4595) 590|— 0,8 Inhalationsluft : 
+1,2/16,71/19,93!+-19,3/119113|— 5,08,19'8 32|+1,6:280|275|—1 8134, 233,0|— 3,5|590)583|—1 2 O, 8,56% 
+1,1/17,36'20, 57|+ 18,5/120)113|— 5,88,218,35,+1,7.279|274|—1, 8/34,0:32,8)— 3,5|587|580| — 1,2) CO, 0,02% 
+1,1/19,29 23,14 +19,9124'119|— 4,08,24 8,39 +.1,8:275270|—1,8/33 4 32,2|— 3,6585|577|— 1,4) 
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Auel™, 


Die Zunahme der Milchsaure ist im dem Muskel entfliessenden vendsen 
Blut grésser als im Arterienblut und wird in der Dauer des O,-Mangels immer 
Auch der Blutzucker nimmt im Muskelvenenblut starker zu, sodass 


: , V-A : : — 
sich der negative Wert von —~ x100 verkleinert und mit der Zeit immer 
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Fig. 2. Prozentuelle Blutveranderungen bei Ruhe unter Einatmung 
sauerstoflarmer Luft (Versuch 4). 
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Milchsaure im Muskel geférdert, der Zuckerverbrauch hingegen vermindert 
wird, 


Wertheimer® hat beobachtet, dass bei Luftverdiinnung der Glykogengehalt 
des Muskels abnimmt. M. E. diirfte dies sich teils auf die gest6rte Milchsaureresyn- 
these, teils aber darauf zuriickfiihren lassen, dass die Umwandlung des Glykogens 
zum Zucker gesteigert ist. Brehme u. Gyérgy™ haben in der Hohe eine be- 
deutend gesteigerte hyperglykamische Wirkung des Adrenalins festgestellt. Es ist 
schon seit Fréhlich u. Pollak®” allgemein anerkannt, dass solche Wirkung des 
Adrenalins durch Azidose geférdert wird. 


Serum-NaCl: Unter Einatmung sauerstoffarmer Luft nimmt der 
Kochsalzgehalt, wenn auch um ein geringes, ab. Da diese Abnahme aber im 


- . - , , V-A 
Muskelvenenblut starker ist, vergréssert sich der negative Wert von —~ x 100 


und wird mit der Zeit immer grésser. Saso*® und Miura®® haben auch bei 
O,-Verdiinnung den abgenommenen Kochsalzgehalt des Serums bestatigt. 
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2. Arbeitsversuch. 


Bei 5 Versuchstieren wurde unter Einatmung 8,5—9,5% O, enthaltender 
Luft die Muskelkontraktion durch faradische Reizung des Ischiadikus auf 
5 min ausgelést, um die dadurch im Muskel eintretenden verschiedenen Ver- 
anderungen der Umsatzvorginge in gleicher Weise wie vorher zu untersuchen 
(Tab. 4). Als Beispiel sind die Daten von Versuch 2 in Fig. 3 in Kurven 
wiedergegeben. 

Die Vermehrung der Puls- und Atemfrequenz durch Arbeit ist hierbei 
grosser als bei gleicher Arbeit unter Einatmung atmospharischer Luft (siche 
Tab. 2), besonders in der Pulsfrequenz ist es auffallend. 

Blutstrom: Infolge der Arbeit nimmt die Blutstromgeschwindigkeit 
im Muskel zu, aber ganz unerheblich im Vergleich bei Einatmung atmo- 
spharischer Luft, der Blutstrom ist namlich nur etwa um ein Viergel so viel wie 
bei normaler Luft. Dass bei Muskelarbeit der dafiir erforderlichen Sauerstoff- 
menge entsprechend sich die Muskelgefasse dilatieren oder die aktiven Kapilla- 
ren vermehren, um die Zunahme des Blutstroms im Muskel zu erzielen, ist be- 
seits von Physiologen nachgewiesen ; kurz, der Sauerstoffbedarf geht mit der 
Grésse des Blutstroms Hand in Hand. Wenn sich der Muskel unter mangel- 
hafter O,-Lieferung kontrahiert, so werden die Muskelgefasse nicht geniigend 
erweitert, sondern die lokale Azidose starken Grades, die im Muskel beim O,- 
Mangel durch die Muskelarbeit erzeugt wird, ruft die Gefasskontraktion her- 
vor, die gegen den unter der Muskelarbeit zu vermehrenden Blutstrom entge- 
genwirkt. Bereits bekannt ist, dass geringere Zunahme der H-Ionenkonzen- 
tration im Muskel zur Gefasserweiterung fiihrt, gréssere aber im Gegenteil auf 
den Zuwuchs des Blutstroms hemmend einwirkt. Kodera u. Adachi* 
haben im durch Saureinfusion herbeigefiihrten azidotischen Zustand abgenom- 
menen Blutstrom im Muskel nachgewiesen. Gaskel®, Fleisch”, Atz- 
ler u. Lehmann®™, Hess®) u. a. haben auch Gefasskontraktion durch stark 
zugenommene H-Ionenkonzentration festgestellt. 

CO,-Gehalt des Blutes: Die durch Arbeit erfolgte Abnahme des 
CO,-Gehaltes im Arterienblut ist etwas starker als unter normaler Luft, woraus 
leicht zu ersehen ist, dass beim O,-Mangel die Muskeltatigkeit die H-Ionen- 
konzentration des Blutes starker steigernd becinflusst, als unter normaler 
Luft. Dieser abgenommene CO,-Gehalt kehrt zwar unter normaler Luft 
binnen 60 min schon wieder zum Vorwert zuriick, aber beim O,-Man- 
gel vermindert sich nach Abschluss der Arbeit noch weiter, bleibt nach 60 
min im Vergleich mit dem Ruhewert noch recht verkleinert. Die Differenz 
des CO,-Gehaltes zwischen dem Muskelvenenblut und dem Arterienblut war 
direkt nach der Arbeit kleiner als unter atmosphirischer Luft ; das deutet auf 
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Tabelle 
Bestimmungen bei Muskelarbeit unte 
= T 
oO | . Bl | CO,-Gehalt des 
“+z > | Blutstromge- | ‘Blutes, CO,-Bildung Hamoglo- 
53\¢ 5) =/z schwindigkeit | (Vol. % (g/ 
Cm %e 
u lbs § Zeit der q | 3 ——_——, —— an 
4 bo, rin Blutentnahme sSisie Diff. in % r a a | Diff. in % } | 
POLS 5 a Be YS ae | < oes | eeu } | 
x- 1B § Slee <}/>] f | &&] </> 
“ S| ” } > } oo | 
3*P& | 18 Fo] @ |B? (1) | (2) 
1| 8,5) 40 [Vor der Inhalation | 60 26|20,0 | —_{48,39/52,04.+3,650,0182 11,5711 
6 120’ nach begonn. Inh. | 82 | 38 | |20,.0+ 0 | 40,17 42,91 +2, 750,0137 — 24,7 11,60 11,72 
Direkt nach der Arbeit 96 40 | 24 0, +20,0 +20,0 37,43,43,82 + 6,39 0,0383 +55,9 +179,5 11,6611 ‘96 
30’ . « » |98) 40} | 21,44 7,0 + 7,037,4342,91 +4,57 0,0244 +34,1 + 78,111.7211.93 
60 5 kl (96) Jon lnas ln sops tpl ppt np — 6,0 + 24,8 11,6611°75 
2} 11,0) 42 |Vor der Inhalation | 56) | 18 | 21, 4 \44,88 50,49 +5,61 0,0286 13,42 13,48 
6 20’ nach begonn. Inh. | 76 | 24} 20,0\— 6,5) 35,53 40,81 + 5,28 0,0251 — 12,2 13 4513.57 
|Direkt nach der Arbeit) 84 | | 26| 26,1|+22,0'+30,5 33 6641 72 +8,06 0,0501'+-75,2 + 99,6 13,54 13,7 
30’ os » | 82) 26) 23,1\+ 7,9 +15,532,75 39,33 +6,58 0,0362 +26,6 + 44,2 13,6013} 
60’ aoe » |80} 28 |20,0)— 6,5, + 0 31,79 38,28 +6,49 0,0309 + 8,0'+ 23,1 13,5413,64 
3} 9,5) 38 Vor der Inhalation | 66 16| 15 0) 46 75 51,42 +.4,67 0,0184 13,08 13,08 
6 \20’ nach begonn. Inh. | 70 | 32| 14,3,— 4,7] 39,27 43,52\+-4,250, 0160 — 13,0 13,1413, 
Direkt nach der Arbeit 80 38 | 18 2 +21,3/+27, 335,53 43, "01 +7,480 0358 +94,6 +123,7 13,26 13,0 
30’ >» » |76|42) 16,7 +11,3)+16,8 33,66 39,82 +5,230,0230 +25,6 + 43,7/13,29 13.4 
(60° *, 2 “ 72 38 | 15,0 0 i+ 4,931 379 36,11\+4,320,0170 — 7,6-+ 6,2 13,29 1348 
4} 8,7) 36 |Vor der Inhalation | 52 16| 15 6 55 62 55,28 +3,66 0,0159 14,24 14,30 
6 20’ nach begonn. Inh. | 60 24 | 15,6 + 0 51 91'54,58' +2, 670,0116 — 27,0 14,30 14,39 
Direkt nach der Arbeit 68 | 28 | 20,0 +28,2)+- 28,2 45, "42 50,81,/+-5,39 00,0299 +88,0 +157,7 14,42 1467 
» ” 62 | 30| 18-7 +19.9 +.19,9 39,86.43,29 +3,430,0178 +11,9 + 53,4 14,42146) 
60’ “i » (62/32) 16,6+.6,4;+ 6,434,3038,58 +3,340,0154— 3,1,+ 32,714,42 1467 
5! 9,0) 40 \Vor der Inhalation | 64, 20/ 24,0 42,41 47,07 +4,660,0280 12,80 12,86 
g | 20’ nach begonn. Inh. | 86 26) 23,1,\— 3,7 134,11 37,24,4+-3,13 00,0181 —35, 3 12,89 12,9 
} 'Direkt nach der Arbeit! 94 | 28 | 27,3 +13,7 + 18,2:31,35.37,24' + 5,89 0,0402 +-43,6 +122,1 12,98 13,26 
30’ ~ - 5 90 | 30 | 25,0:+ 4,2+ 8,2 31,65 36,31 44,66 0,0291 + 3,9 + 60,8 12,98 13,17 
60’ > » |90 28 | 23,1— 3,74 0 30 12:34, 45 +3,730,0215 — 2,3 + 18,8 12,98 13,14 
Vor der Inhalation | 19,2 47 61/52,06) +4, 450 0218 13,02 13,07 
—e 20’ nach begonn. Inh. 18,6 — 3,1 40, 20:43; 81/+3,610,0169|—22,5 13,08 13,18 
—_ hnitt [Direkt nach der Arbeit | 23/1 +20,3 +24,2|36,68143,32/+ 6,64 0,0389 + 32,6 -+130,2 13,17 13,4 
Tn ; 2. 8. | |21,0+ 9,4 +12,9:35,07/40,33 +5,260,0261 +19,7 + 54,4 13,21 1341 
(60° > + } | 18,7 — 2,6'+ 0,5)33,02)37,52| +4,50 0,0204'— 7,3'+ 20,7 13,19 13,34 





Diff. in % (1): 
Diff. in % (2): 


Differenz in Prozent gegeniiber dem Anfangswert ; 
Differenz in Prozent gegeniiber dem Wert nach 20-min. Inhalation. 


die durch die Arbeit herabgesetzte CO,-Bildung im Muskel hin. 
CO,-Bildung im Muskel: Durch die Arbeit betragt das Zunahme- 


prozent der CO,-Bildung pro min pro g Muskelgewicht im Durchschnitt 
130,2 % (99,6—179,5%), ist offenbar bei weitem kleiner als durch gleiche 
Arbeit unter normaler Luft (im Mittel 344,8%). Wahrend die CO,-Bildung 
unter atmospharischer Luft 60 min nach beendeter Arbeit schon wieder unter 
den Ruhewert gelangte, bleibt sie beim O,-Mangel auch nach 60 min im 
Vergleich mit dem Ruhewert noch erhGht. 
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4, 
inatmung sauerstoffarmer Luft. 
, | Druck pro 
bin Blutmilchsaure | Blutzucker | Serumei- | K.o.D. o/ Lecunies: NaCl) 
d reiss (® ( oO | 
dl) mg/dl) (mg/dl) wei 6) | (mm H,O) | (mm ‘H,O) | (mg/dl) | 
z = = = S “Ts = | Bemerkungen 
= yi - - _ ae j = | 
’ x n x x x x wy 
aa he i<i> <i |S|7 le “7 le “iP le Si le: 
< 11s | Li | I< Ig J < <i) 
7 |> a = > > 


40,514,14 11,71 +18,2'111) 97|\—12,67,74 7,87 +1,7 278.275 —1,1 35,9 34,9|—2,8 610'608}—0,3) Inhalationsluft : 
41,016,07 19,29 — 20,0 117:106'— 9,47,85 8,05 +2,5274.270\—1.4 34,9 33,5 —4,0 610605 —0,8 O, 8,54% 

+2,6 25,07 32,7 79 +30,8 119 106 —10,9 7,928.26 +4, 3 270,260 —3,7 34,1 31,5|—7 ,6 605595 —1,6} CO, 0,01% 
11828,2 29 34 "71 +22,7122'111\— 9,07,928,19 +3,4 268260 3,033 831 « = 6,2 606,600\—1, 0 
+1,327,64 33,43 +20,9 124 113, — 8,9:7,89 8.17 +-3,5 262:254 —2,3 33 231, 1 —6,3 606,600! — 1,0 


40,415,43 17,36 +12,5115106\— 7,87,637,67 +0,5 256 254|—0,8 33,5 33,1 —1,2 580'575|—0,9| Inhalationsluft : 
+0,618,64 21, 21 + 13,8 120113 — 5.87, 707,76 +0,8 254250) — 1,6 33 0 32,2 — 24316570 —1 0 O, 9,53% 
41,224.43 35,36 +44,7 124111 —10,57, 747 87 +1, 7 250.240! — 4,032,3 30,5 —5,6575/562|— 23 CO, 0,02% 
+0,9.27,64 36,00 +30,2,125)115 — 8,07 3767,87 +1,4245 236|—3,7 31,6 30,0 —5,1 575\565|—1,7 
+0,7 28,93 37,29 +28,9125117\— 7,87,67 7,76 +1,2 242 236 24 31/5 30,4 —3,5 575 566|—1,6 


5'550:\—0,9| Inhalationsluft : 


+0 14,1416,07 +13,6120107'—10,8 6,16 6,30 +2,3 264.263 —0,5 42,8 41,7, —2,655 

+0,7 17,36 20,57 +18,5125120— 4,06,25 6,40 +2,4 260258 —1,542,2 40,7, —3,5 555)550|—0,9 O, 8,75% 
+2,625,71 36,64 +42,5131121,— 7,66,27 6,55 +4,4 260248 —4 641 »5 38,5 —7,2552540'—2,2) CO, 0,01% 
+1,929,57 39,21 +32,6/132124— 6,06,34 6, 5343 0258 248 — 3,9 40, 738 0. 6,6 550540/—1,8 

+1,430,8640,50 +31,2 1291122 — 5,4 6,34 6,53 +3,0254245 —3,9 40,0 37,4, —6,5 550'540!—1,8 

+0,4 18,64 20,57 +10,3106, 95 —10,4 7,12 7,18 +0,8 282 280 —0,7 39,6 39,0,—1,5 595 588 —1,2) Inhalationsluft : 


+0,621,21'24,43 +15,2117,108/— 7,77,187,31 +1,8'278 275 —1,1 38,7 37,6 —2, '8 590,582! —1,3 O, 9,24% 
be 27,64 37,29 +-34,9122 108 —11,5 7,22 7,55 +4,6.268 260 —3,0 37,1 34,4 —7;3 580'570|—1,7; CO, 0,03% 
57 30,86 41,14 +33,3129117|— 9,37,297,46 +2,3,260 254 —2,3 35,7 34,0 —4,8 580570|—1,7 
,732,14.41,14, +28, 0131 122|— 6,97 7,22,7 42 +2,8 250244 — 2,434, °632,9|— 4,9 575,568|—1,2 
+0,5 14,79 16,07 + 8,6 99 90\— 9,1 8,06 8,10 +0,5 296 295 —0,3 36,7 36,4 —0,8 570/565|—0,9 
+0,7 17,3619,29 +11,1110102'— 7 38, 108,19 +-1,1 290286 —1 435 8 34,9 - —2, 5 565/555) —1,8 
+2 125, 71 37,93 +47,51115 104) — 9,68, 198,46 +3,3276 264 —4,333,7 31,2, —7,4 560545|—2,7 
41,5.29,57 38,57 +30,4,119108\— 9,28,248,37 +1, 6 270,262'— 3,032 3 31,3, — 4,6555543|—2,2 
+1,228,2936,64 +29,5124115— 7,38,248,35 + 1,3 260254 —2,3 31,5 30,4 —3,5550540'—1 8) 





Inhalationsluft : 
O, 9 12% 
CO, 0,02% 














+0,4'15,43 17 36 +12,! {110 99|—10,07, 347 42 -+1, 1275273|— —0,7(37,7/37,0|—1,8|582577| —0,8 

+0,818,13 20,96 +15,6|118|110)— 6,8'7,42 7,54 + 1,6 271268) —1,1/36,9/35,8| —3,0|579 57 21,2 

+2,025,71 36,00 +-40,0(122|110|— 9,8'7,47 7,74\+3,6 265 254|— —4;1/35,7/33,2|— —7,0|574 562|—2,1) 

+1529 ,19 37,93 +29,9/125}115|— 8,07,51 7,68/+2,3 260 252! — Be hee ey 

+1 ,1 29,57 37, (80 +27,8127|120|— 7,9'7 477 7,65 +2,4 254247 — 2,7|34,1/32,4) 5,0)571) 563)\—1 4) 
‘ } ; 


Serumeiweiss: Die Zunahme des Eiweissgehaltes durch Muskel- 


atbeit ist im Muskelvenenblut grésser als im Arterienblut. Die Relation 


Mi atx 100 steigt unter atmospharischer Luft durchschnittlich von +1,1 (Ru- 


hewert) auf +2,1, beim O,-Mangel aber durchschnittlich von+1,6 auf+36 
an und bleibt schon 60 min nach der Arbeit noch auffallend erhéht. Der 
k.o.D. verkleinert sich betrachtlich durch die Arbeit. 

Von Interesse ist, dass, wahrend der k.o.D. unter atmospharischer Luft 


durch gleiche Arbeit stark zunahm, also die Relation vax 100 im Mittel 


von —1,1 (Ruhewert) auf +2,5 anstieg und die in der Ruhe stets in (—) ge- 
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Fig. 3. Prozentuelle Blutveranderungen bei Muskelarbeit unter Einatmung 
sauerstoffarmer Luft (Versuch 2). 
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bliecbene V.-A.-Differenz durch Arbeit in die Grésse mit (+) sich umwar- 
delte, er beim O,-Mangel hingegen in beiden Blutarten, besonders im Muskel- 
V-A 
= 
von —1,1 (Ruhewert) auf —4,1 abfallt. Auch der Druck pro% verhiilt sich 
im Gegenteil zum normalen ebenso wie der k.o.D. Unter atmosphirischer 
Luft steigerte er sich namlich erheblich durch Arbeit, besonders in der Mus- 
kelvene so stark, dass die V.-A.-Differenz, die in der Ruhe stets in (—) blieb, 
dadurch in (+) umschlug; aber bei O,-Verdiinnung verkleinert sich der 
Druck pro % in beiden Blutarten, besonders im Muskelvenenblut stark, so 


V-4 100 sich im Mittel von —3,0 auf —7,0 herabsetzt, 


venenblut stark abnimmt, sodass die Relation x100 merkwiirdigerweise 


dass die Relation 
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diese Abaahme bleibt 60 min nach Abschluss der Arbeit bestehen. Daraus 
erhellt sich, dass das Eiweiss, das unter normaler Bedingung bei der Arbeit 
vom Muskel in das denselben durchspiilende Blut austritt, hauptsichlich aus 
osmoaktiven, relativ kleinmolekularen Albuminarten besteht, wahrend beim 
O,-Mangel hingegen die grossmolekularen Eiweisskérper von Globulinart 
durch Muskelkontraktion in grosser Menge vom Muskel ins Blut hiniiberge- 
hen, sodass der k.o.D. des Blutes trotz der Zunahme des Eiweisses deutlich 
abnimmt. 

Dass im azidotischen Zustand sich das Eiweissbild des Blutes nach grob- 
disperser Seite hin verschiebt und der k.o.D. des Blutes folglich herabsetzt, ist 
bereits von Ozawa™ sowie Ishikawa®® nachgewiesen worden, ebenso wie 
vom Verfasser™, Kusano hat in gleicher Weise wie in vorliegender 
Untersuchung am M. gastrocnemius des Hundes bestatigt, dass beim Funk- 
tionsausfall der Nieren bzw. der Leber im Muskelvenenblut die Zunahme des 
Serumeiweisses mit starker Erniedrigung des k.o.D. einhergeht, und will dies 
darauf zuriickfiihren, dass die Nieren- bzw. Leberinsuffizienz den Stoffumsatz 
des Muskels verandert und die Permeabilitat der Gefasswand verstarkt. Bei 
Muskelarbeit unter dem O,-Mangel entstehen die abnormen intermediaren 
Abbauprodukte im Muskel, insbesondere aber tritt starke Milchséureproduk- 
tion ein, die dadurch bewirkte Azidose fiihrt zu molekulaérer Verschiebung 
der Eiweisskérper nach grobdisperser Seite hin, die bei gesteigerter Gefass- 
durchlassigkeit in betrachtlichem Masse vom Muskel in Blut austreten. 

Zucker: Bei Muskelarbeit unter O,-Verdiinnung ist der arterielle 
Blutzuckerspiegel, wenn auch nur um ein geringes, vermehrt, indem er 
im Mittel von 118 mg/dl auf 122 mg/dl ansteigt. Dies ist zum Teil auf 
den durch O,-Mangel herabgesetzten Zuckerverbrauch, zum Teil auf die 
Steigerung der Glykogenspaltung zuriickzufiihren. Dass der Zucker- 
verbrauch im Muskel herabgesetzt ist, auch daraus zu ersehen, dass 
der negative Wert von VA x 100 viel kleiner als bei atmospharischer 
Luft ist (durchschnittlich —9,8 gegen —15,5). Dass bei Azidose die Hyper- 
glykémie von lebhafter Spaltung des Leberglykogens herriihrt, darauf hat 
Elias®? hingewiesen, was auch von einer Reihe Autoren bestatigt worden 
ist. Kodera u. Adachi™ haben festgestellt, dass bei durch Séureinfusion 
herbeigefiihrter Azidose der Blutzuckerspiegel ansteigt und zugleich auch der 
Zuckerverbrauch im Muskel um die Hialfte abnimmt. Wie bereits erwahnt, 
soll unter mangelhafter Sauerstoffzufuhr eine ausgesprochene lokale Azidose 
durch Muskelarbeit hervorgerufen werden. 

Milchsaéure: Der unter O,-Verdiinnung zugenommene Milchsaure- 
spiegel des Arterienblutes nimmt durch Muskelarbeit weiter zu, und zwar 
bei weitem starker als durch gleiche Arbeit unter atmosphiarischer Luft. 
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Die Zunahme des Milchsaurespiegels des Muskelvenenblutes auch ist noch 
grdsser als unter atmosphiarischer Luft, die V.-A.-Differenz des Milchsaurege- 
haltes, d. h. die Milchsaéurebildung im Muskel vergréssert sich erheblich. 
Dass bei Azidose die Resynthese der Milchsaure lebhafter als deren Akkumu- 
lation vor sich geht, sodass sich der Milchsaéurespiegel des Blutes erniedrigt, 
istseit Anrep u. Cannan™anerkannt. Fletscher u. Brown™ beobach- 
teten beim Eintauchen der Froschschenkelmuskeln in N/10 HCI enthal- 
tende NaCl-Loésung verminderte Milchséurebildung des Muskels. Kodera 
u. Adachi* haben am Gastrocnemius des Hundes bei einer mit Salzsdurein- 
fusion hervorgerufenen Azidosis abgenommene Milchsaurebildung im Mus- 
kel nachgewiesen und diese Abnahme auf die herabgesetzte Glykolyse im 
Muskel und die gesteigerte Milchsaéureresynthese zuriickgefiihrt. Wie 
oben erwahnt, pflegt bei Muskelarbeit unter O,-Mangel Azidose auf- 
zutreten, aber es ist auch tiber alle Zweifel erhoben, dass die Bildung der 
Milchsaure bzw. deren Resynthese in engster Beziehung mit Sauerstoffzufuhr 
steht. Dass unter mangelhafter O,-Lieferung Hyperlaktazidimie zusammen 
mit Hyperglykémie vorkommt, wurde schon oben beriihrt. Ishikawa’? 
hat bei Kaninchen bemerkt, dass im durch Darreichung der Salzséure bzw. 
des Chlorammons bewirkten azidotischen Zustand der Blutmilchsdure- 
spiegel abnimmt und der Blutzucker sich vermehrt, aber unter O,-armer Luft- 
atmung hingegen die Blutmilchséure zunimmt und die Vermehrung des Blut- 
zuckerspiegels an Grad herabgesetzt wird. Dass durch Muskelarbeit unter 
O,-Mangel der Milchsadurespiegel bedeutend ansteigt und nach Abschluss 
der Arbeit noch langere Zeit erhdht bleibt, ohne wieder zum Ruhewert zu- 
riickzukehren, steht mit dem Versuchsergebnis von Kodera® in gutem 
Einklang. Aus vorliegenden Versuchsergebnissen erhellt, dass beim O,-Man- 
gel sich die Milchsaéurebildung besonders im arbeitenden Muskel selbst 
steigert. Es zeigt sich, namlich, dass auch im azidotischen Zustand, wenn 
- die Sauerstoffzufuhr mangelhaft ist, die Milchséurebildung im Muskel sich 
durchaus nicht vermindert, sondern vermehrt. 

Serum-NaCl: Der unter Einatmung sauerstoffarmer Luft verminder- 
te Kochsalzgehalt nimmt infolge der Arbeit sowohl im Arterienblut als auch 
im Muskelvenenblut noch weiter ab, aber im letzteren starker, sodass sich 
-A 
V 
O,-Mangel wie auch die Muskelarbeit dem Serum-Chlor Anlass geben, ins 
Gewebe einzudringen, ist schon oben die Rede. 

Kontraktionshéhe des Muskels bei Arbeit: . Die Kontraktions- 
hdhe ist im ganzen von Anfang an erheblich tiefer als unter normaler Luft 
und wurde schon etwa 20 Sekunden nach dem Beginn der Ischiadikusreizung 


der negative Wert von V-A 100 erheblich vergréssert. Dass sowohl der 
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Fig. 4~a. Kontraktionskurve unter atmosphirischer Luft (Versuch 2). 





Zeitmarkierung in */,, min. 


noch tiefer, bleibt dann aber wahrend der 5 Minuten langen Arbeit fast un- 
verandert (Fig. 4). Kodera” hat an Kaninchen unter Einatmung 7,5—8,9% 
O, enthaltender Luft durch faradische Reizung des N. ischiadicus Kontrak- 
tion des Gastrocnemius ausgelést, wobei nachgewiesen wurde, dass die Kon- 
traktionsdauer bis auf 1/3 derselben bei Atmung atmosphirischer Luft ver- 
kiirzt und die Zunahme des Blutmilchsaurespiegels doppelt soviel war. Daraus 
hat er geschlossen, dass die Herabsetzung der Arbeitsleistung auf der infolge 
mangelhafter O,-Versorgung stark vermehrten Milchsadure im Blute und der 
Verzégerung deren Beseitigung beruht. Es ist selbstverstandlich, dass die 
Anhaufung der Milchséure sowie der anderen sog. Ermiidungsstoffe die 
Muskelermiidung f6rdert. 


Zusammenfassung. 


Vorliegende Versuche wurden angestellt um die beim O,-Mangel durch 
Muskelarbeit zu verandernden Stoffwechselvorginge im Muskel zu erfor- 
schen. Es wurden zuerst den gesunden Hunden am Gastrocnemius in situ 
durch faradische Reizung des N. ischiadicus auf 5 min Muskelkontraktionen 
ausgelést, vor und unmittelbar nach denselben, nach 30 und 60 min am zum 
Muskel einfliessenden arteriellen sowie auch daraus ausfliessenden vendsen 
Blut der Hamoglobin- und Eiweissgehalt, der kolloid-osmotische Druck (k.o. 
D.), Druck pro% Eiweiss (Druck pro %), Zucker- und Milchsaurespiegel 
und Serum-NaCl-Gehalt, ferner auch der CO,-Gehalt der beiden Blutarten, 
also die CO,-Bildung im Muskel. und der Blutstrom im Muskel sowohl in 
der Ruhe als auch ber der Muskeltitigkeit ermittelt. Vergleichende Unter- 
suchungen wurden in der normalen Atmosphiare sowie unter Einatmung 
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sauerstoffarmer Luft von ca. 9 % O, (der etwa 5200 m Hohe entsprechend) 
ausgefihrt. 


I. Bei Einatmung atmosphiarischer Luft. 


1. Inder Ruhe: Der ruhende Muskel nimmt von dem ihn durch- 
sptilenden Blut das Wasser in sich auf, sodass sich das Blut eindickt und dessen 
Hamoglobingehalt zunimmt. Im Gegenteil zu der Leber bzw. Lunge gibt 
der Muskel das Eiweiss ins ihn durchspiilende Blut ab, infolgedessen ist der 
Eiweissgehalt im vom Muskel ausfliessenden vendsen Blut ‘grésser als der 
Bluteindickung entspricht. Daraus, dass der k.o.D. sowie der Druck pro % 
im vendsen Blut aber kleiner als im arteriellem sind, ist zu ersehen, dass der 
Muskel wesentlich weniger osmoaktive Eiweissk6rper von Globulinart ins 
Blut abgibt. Beim Durchlauf durch den Muskel verliert das Blut an Zucker 
und gewinnt an Milchséure und Kohlensaure, was darauf hinweist, dass auch 
in ruhendem Muskel der Zuckerverbrauch, die Milchsaure- und CO,-Bildung 
im Gang sind. Der Kochsalzgehalt ist im Muskelvenenblut verringert. 

2. Bei Muskelarbeit: Durch Muskelarbeit nimmt der Himoglobin- 
gehalt sowohl im Arterienblut als auch im Venenblut zu, aber im letzteren 
starker ; das Blut gibt sein Wasser dem Muskel ab, um sich einzudicken, 
Durch die Arbeit erhGht sich die H-Ionenkonzentration im Muskel, und we- 
gen der vorwiegend auf solcher lokalen Azidose beruhenden Muskelquellung 
und Permeabilitatssteigerung der Kapillarwand steigert sich auch die Eiweiss- 
konzentration des Blutes, besonders im Muskelvenenblut stark. Der k.o.D. 
nimmt in beiden Blutarten zu, besonders im Venenblut so stark, dass er 
dann im Gegenteil zu der Ruhezeit héher als im Arterienblut wird. Der 
Druck pro % verhilt sich gleichfalls. Also ist die obige quantitative Ver- 
anderung des Eiweisses nicht bloss auf die Bluteindickung, sondern auch 
darauf zuriickzufiihren, dass bei Arbeit der Muskel vorwiegend feindisperse 
Eiweissk6rper von Albuminart in grdésserem Masse ins Blut abgibt. Kurz und 
gut, es handelt sich wahrscheinlich darum, dass wegen der durch Arbeit ge- 
steigerten Eiweissspaltung im Muskel und der gleicherweise erhohten Per- 
meabilitat der Kapillarwand kleinmolekulare Eiweissteilchen in grosser Menge 
jns Blut ibergehen. Durch Arbeit verandert sich der Serum-NaCl-Gehalt im 
Arterienblut nicht bedeutend, sondern nimmt im Venenblut deutlich ab. Der 
Zuckerverbrauch, die Milchsaure- und CO,-Bildung im Muskel nahmen durch 
Arbeit zu, kehren aber 30-60 min nach der Arbeit fast wieder zum Ruhewert 
zuriick. Der Blutstrom im Muskel vermehrt sich betrachtlich, kommt aber 
binnen 60 min nach Abschluss der Arbeit wieder zum Vorwert zuriick. Die 
Kontraktionsh6he des Muskels nimmt etwa 1 min nach dem Arbeitsbeginn 
mehr oder weniger ab, bleibt dann aber fast unverandert. 
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II. Beim O,-Mangel. 


1. Inder Ruhe: Durch 20 min lange Einatmung etwa 9 % O, (der 
ca. 5200 m Hohe entsprechend) enthaltender Luft wird die Eindickung des 
vom Muskel ausfliessenden Blutes grésser als unter Einatmung atmosphari- 
scher Luft, was darauf hindeutet, dass infolge der starken Muskelquellung die 
Menge der vom Blut in den Muskel iibergehenden Blutfliissigkeit zunimmt. 
Auch die Konzentration des Eiweisses wird im Arterien- und Venenblut 
grésser als bei normaler Luft, besonders erheblich im letzteren ; der Zunah- 
megrad ist grésser als der des Hamoglobins, was darauf hinweist, dass der 
Muskel beim O,-Mengel sein Eiweiss mehr als in der normalen Atmosphare 
ins Blut abgibt. Die Eiweisskonzentration wird mit der Zeit immer grésser, 
wobei aber aus der Verminderung des k.o.D. zu ersehen ist, dass dieses Eiweiss 
vorwiegend von Globulinart ist. 

Der Blutzuckerspiegel steigert sich im Muskelvenenblut starker als im 
Arterienblut ; das deutet auf eine starke Hyperglykamie sowie den abgenom- 
menen Zuckerverbrauch im Muskel hin. Die Zunahme des vendsen Milch- 
sdurespiegels erweist sich hochgradig, die Milchsaéurebildung im Muskel 
ist also gesteigert. Diese Veranderungen werden mit der Zeit immer starker. 

Der Serum-NaCl-Gehalt nimmt ab, und zwar im Muskelvenenblut starker- 
Die CO,-Bildung im Muskel ist vermindert. Der Blutstrom im Muske! 
zeigt Abnahme, die mit der Zeit immer starker wird. 

2. Bei Muskelarbeit: Durch die Muskeltatigkeit nimmt der Hamo- 
globingehalt besonders im Venenblut starker als durch Arbeit unter normaler 
Luft zu, was besagt, dass die Bluteindickung im Muskelvenenblut starker er- 
folgt. Ahnliches gilt auch beim Bluteiweiss, also geht das Eiweiss in grosser 
Menge vom Muskel ins Blut iiber. Im Gegensatz zu atmospharischer Luft 
erniedrigen sich der k.o.D. und der Druck pro % ausgesprochen, was dafiir 
spricht, dass durch Arbeit im O,-Mangel hauptsachlich grobdisperse Eiweiss- 
kérper von Globulinart vom Muskel ins Blut iibergehen. 

Bei der Muskelarbeit im O,-Mangel setzt sich der Blutzuckerspiegel nicht 
herab und steigert sich der Zuckerverbrauch im Muskel nicht so stark wie 
unter normaler Luft, wahrend sich der Milchsdurespiegel hingegen stark 
erhéht, besonders im Muskelvenenblut, was auf die stark gesteigerte Milch- 
sdurebildung im Muskel hinweist. Alle diese Verainderungen lassen nach 
dem Abschluss der Arbeit sehr verzégert nach, so dass der Ruhewert erheblich 
verspatet wieder erreicht wird. 

Der Blutstrom im Muskel nimmt nur wenig, etwa um 1/4 des Ruhewertes 
zu ; untet normaler Luft wird er durch gleiche Arbeit fast so gross wie gedop- 
pelt. 
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Die KontraktionshGhe des Muskels ist vom Arbeitsbeginn an tief, 
sinkt nach ca. 20 Sekunden noch tiefer und bleibt dann fast unverandert. 


Diese Arbeit wurde zum Teil auf Kosten der Ausgabe des Unterrichtsministe- 
riums fiir wissenschaftliche Forschung ausgefihrt. 
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Uber die Veranderungen der Stoffumsiatze des Muskels in der 
Ruhe und bei der Arbeit unter CO2-Atmung. 


Von 
Kiyoshi Endo. 
(ss wR w) 


(Aus dem Luftfahrtmedizinischen Institut, Reichsuniver- 
sitat zu Sendai. Vorstarnd: Prof. Dr. T. Kato) 





In meiner anderen Mitteilung” habe ich die Untersuchungen iiber die 
~unter Einatmung sauerstoffarmer Luft im Muskel auftretenden chemischen 
Verainderungen in der Ruhe und bei der Arbeit ausgefiihrt. Bei sauerstoffar- 
mer Luftatmung, die nicht nur von mangelhafter O,-Lieferung sondern auch 
von Akapnie bzw. Azidose begleitet ist, erweisen die Stoffwechselvorgange 
mannigfalttige Abweichungen von der Norm. Die Einatmung kohlensdure- 
reicher Luft bewirkt zwar Azidose, aber nicht den Sauerstoffmangel, doch 
iibt die durch CO,-Uberschuss gesteigerte H-Ionenkonzentration auf die 
verschiedenen Organfunktionen eigentiimliche Einfliisse aus. Es ist leicht 
anzunehmen, dass unter diesen Umstanden die Stoffumsatze im Muskel, be- 
sonders bei der Arbeit irgendwie anders als beim O,-Mangel seinen. So 
wurden denn, um die Verdnderungen der unter Einatmung kohlensdurertei- 
cher Luft auftretenden chemischen Vorginge sowohl im ruhenden als auch 
im arbeitenden Muskel vergleichend zu untersuchen und den Einfluss der 
Kohlensdureatmung auf die Muskelarbeit zu untersuchen, die vorliegenden 
Versuche angestellt, 

Versuchsmethode :* Als Versuchstiere wurden Hunde und als zu inhalie- 
rende CO,-reiche Luft ein 10-14% CO, enthaltendes Luftgemisch benutzt ; und in 
ganz gleichem Verfahren wie in meiner anderen Mitteilung” Versuche angestellt ; es 
wurde namlich der M,. gastrocnemius nach der Methode von Verzar®’, Barcroft 
u. Kato® in situ so prapariert, dass das ganze vom betreffenden Muskel ausflies- 
sende vendse Blut in einer Muskelvene zusammenfliesst; vor und wahrend der 
CO,-Einatmung wurden an dieser Muskelvene entnommenen Blutproben die Blut- 
konzentration (Hamoglobinkonzentration), der Eiweissgehalt, der kolloid-osmoti- 





* Niaheres tiber die Arbeitsmethodik ist in der anderen Mitteilung" zu ersehen. 
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sche Druck (unten kurz : k. o. D.), Druck pro 1% Eiweiss (unten kurz: Druck pro 
%), der Zucker- und Milchsdurespiegel sowie der NaCl-Gehalt ermittelt und mit 
solchen der gleichzeitig der Arterie entnommenen Blutprobe verglichen, um die 
Veranderungen der betreffenden Daten im Muskel festzustellen. Ferner wurde aus 
dem Unterschied des CO,-Gehaltes zwischen dem arteriellen und venédsen Muskel- 
blut die Verinderung der CO,-Bildung im Muskel berechnet, der Blutstrom wurde 
aus der Str6mungsgeschwindigkeit des Blutes in einer graduierten Pipette, die mit 
der Hauptvene, in der das ganze den Muskel durchspiilende Blut zusammenfliessen 
konnte, in Verbindung steht, ermittelt. Ausserdem wurden die Veranderungen der 
Muskelkontraktion registiert. 

Die Muskelarbeit wurde 20 min nach Beginn der CO,-Inhalation durch faradi- 
sche Reizung des N. ischiadicus 5 min lang durchgefiihrt. Es wurden vor der Arbeit 
und unmittelbar nach Abschluss derselben, ferner nach 30 und 60 min die Blutproben 
entnommen. Tabb. 1 u. 2 in meiner anderen Mitteilung” stellen die Daten, die 
unter Einatmung atmosphirischer Luft in der Ruhe bzw. bei der Arbeit erhoben 
wurden, dar ; sie dienen also zur Kontrolle fiir Tabb. 1 u. 2 in vorliegender Mitteilung. 


1. Ruheversuch. 


Die Ergebnisse aus 4 Versuchen sind in Tab. 1 wiedergegeben. In 
Fig. 1 sind die Daten aus Versuch 4 dargestellt. 

Durch CO,-Atmung vermehren sich die Puls- und Atemfrequenz in 
allen Versuchsfallen ohne Ausnahme deutlich ; im Gegensatz zur Angabe 
von Eppinger u. a.” nimmt also die Pulszahl in keinem Fall ab. 

Hamoglobin: 20 min nach Inhalation erhéht sich die Hamoglobin- 
konzentration in allen Fallen deutlich sowohl im Arterienblut als auch im 
Muskelvenenblut, das Blut wird konzentriert. Diese Bluteindickung erfolgt 


im Venenblut starker als im Arterienblut, also die Relation vax 100 ver- 


gréssert sich ausgesprochen und betragt durchschnittlich +0,7 (0,6-0,9), 
wahrend sie im Vorwert durchschnittlich +0,3 ausmacht. Dieser Wert wird 
im Zeitverlauf der Inhalation mehr oder weniger grésser. Eppinger u. a. 
haben auch im Tierversuch einen durch CO,-Atmung erheblich erhéhten 
Hamoglobingehalt konstatiert. Es ist recht verstindlich, dass bei CO,-Azi- 
dose das Gewebe aufquillt und dem Blut das Wasser entzieht, was besonders 
beim Muskel der Fallist. Nach Landis® wird bei Azidose die Permeabilitat 
der Gefasswand gesteigert, was den Wassereintritt vom Blut ins Gewebe 
férdert. Wie von Hamburger®, Limbeck” Mukai®, Kodera® u. 
a. mitgeteilt worden ist, quellen bei CO,-Vergiftung auch die Blutzellen, 
indem sie aus dem Plasma das Wasser an sich reissen. 

Serumeiweiss: Durcn CO,-Atmung vermehrt sich der Eiweissgehalt 
sowohl im Arterienblut wie auch im Venenblut, starker aber im letzteren, so- 


dass die Relation vax 100 im Mittel +1,6 (1,1-1,8), betragt, sie ist grésser 
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" anderseits auch beruht auf der abgenommener Fahigkeit des Muskels, norma- 
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als beim Hamoglobingehalt (s. 0.), also ist die Konzentrationszunahme des 
Eiweisses nicht einfach durch Bluteindickung bedingt ; hierbei wird durch die 
CO,-Azidose die Eiweissmobilisation aus dem Muskel ins Blut erhéht und da 
der k.o.D. trotz dem zugenommenen Eiweissgehalt absinkt, erniedrigt sich 
der Druck pro % in hohem Masse, b2sonders erheblich im Venenblut. Daraus 
ist zu ersehen, dass dabei die grossmolekularen Eiweissteilchen von Globulin- 
att in grosser Menge aus dem Muskel ins Blut eintreten. Im Verlauf der 
CO,-Inhalation nimmt das Eiweiss nicht mehr so progressiv zu, wahrend sich 
der k.o.D. aber immer stirker erniedrigt, was darauf hindeutet, dass in der 
Dauer der CO,-Azidose die Eiweissteilchen von Glubulinart immer mehr aus 
dem Muskelins Blut treten, wahrend im Blute sich der Albumingehalt allmah- 
lich vermindert. In anderer Mitteilung’ habe ich bereits angegeben, dass 
bei Kaninchen die Verteilung der Eiweisskérper durch Saureinfusion nach 
gtobdisperser Seite hin verschoben wird; dies beruht auch wahrscheinlich 
vorwiegend darauf, dass aus volumindésen Geweben wie Muskel grossmole- 
kulére Eiweissteilchen in grosser Menge ins Blut treten, sodass der Globulin- 
gehalt des Blutes zunimt. 

Serum-NaCl: Durch CO,-Atmung nimmt der NaCl-Gehalt sowohl 
im Arterienblut als auch im Muskelvenenblut ein wenig und zwar im letzteren 
etwas starker ab ; die Veranderungen sind nicht bedeutend. 

Zucker: Der Zuckergehalt nimmt sowohl im Arterienblut als auch 
im Venenblut zu, wird mit der Zeit immer grésser. Wegen des Zuckerver- 
brauchs im Muskel erweist sich der vendése Zuckerspiegel stets niedriger als 
der arterielle ; durch CO,-Atmung wird dieser Unterschied des Zuckergehaltes 
kleiner als in der Norm, im Laufe der Inhaltaion immer kleiner, was darauf 
hinweist, dass durch CO,-Atmung der Zuckerverbrauch im Muskel immer 
starker abnimmt. 

Die Erhéhung des Blutzuckerspiegels durch CO,-Inhalation soll nach der 
Ansicnt von Anrep, David, Kellaway, Hayasaka u. Itakura™ 
u. a. darauf beruhen, dass die Sekretion des Adrenalins durch CO,-At- 
mung geférdert wird. Dass die Zunahme der H-Ionenkonzentration des 
Blutes im allgemeinen mit der Hyperglykamie einhergeht, erhellt aus den 
Untersuchungen von einer Reihe Autoren wie Elias’) u. a. Kodera u. 
Adachi!® haben an Hunden in gleicher Weise wie in vorliegendem Versuch 
nachgewiesen, dass durch Sdureinfusion sich der Zuckerverbrauch im Gastro- 
cnemius vermindert und zugleich Hyperglykamie sowohl im Arterienblut als 
auch im Venenblut auftritt. Die Hyperglykamie lasst sich einerseits darauf 
zuriickfiihren, dass infolge der gesteigerten H-Ionenkonzentration des Blutes 
der Zucker in grosser Menge aus der Leber ins Blut mobilisiert wird, aber 
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lerweise Zucker zu verbrauchen. Sa 
Milchsaéure: Bei CO,-Atmung setzt sich der Milchsdurespiegel e 
sowohl im Arterien- als auch im Muskelvenenblut und zwar im Verlauf der ni 
Inhalation immer mehr herab, die Abnahme erfolgt besonders im Venenblut de 
i ot al ; , alte C 
stark. Somit nimmt die Relation “> 100 ab und wird mit der Zeit immer i 
kleiner. Daraus ist zu ersehen, dass durch CO,-Atmung sich die Milch- u. 
saurebildung im Muskel herabsetzt. Sie vermindert sich Hand in Hand mit be 
dem herabgesetzten Zuckerverbrauch im Muskel, was auf der durch Azidose 
gehemmte Glykolyse im Muskel beruht. Die Erniedrigung des arteriellen tic 
Milchsaurespiegels kann einerseits nach der Angabe von Anrep u. Cannan’ et 
u. a. auf die von erh6hter H-Ionenkonzentration des Blutes hervorgerufene Te 
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CO,-Bildung im Muskel: 
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Steigerung der Milchsaureresynthese, andererseits nach der Ansicht von Haya- 
saka und Itakura™ darauf zuriickgefiihrt werden, dass die durch Kohlen- 
sdure gesteigerte Adrenalinsekretion auf die Milchsaéureresynthese fordernd 
einwirkt. Hayasaka™® hat im Tierexperiment festgestellt, dass das Adre- 
nalin die Milchséureresynthese steigert. Dass bei CO,-Atmung bzw. -Azi- 
dose sich der Milchsdurespiegel des Blutes herabsetzt, istvon Anrep u. 
Cannan, Long™, Eggletonu. Evans™, J oos*”, Takasugi u. Koba- 
yasi™, Kodera u, Adachi” u.a. nachgewiesen worden. Auch Hayasaka 
u. Itakura!, Kodera® und Ishikawa*™ an hiesiger Universitat haben 
bei CO,-Inhalation die Abnahme der Milchséure des Blutes konstatiert. 

20 min nach begonnener CO,-Inhala- 
tion nimmt der CO,-Gehalt im Arterien- und Venenblut zu, aber im letzteren 
etwas weniger. Die V.-A.-Differenz ist daher verkleinert und zeigt die 
Tendenz mit der Zeit noch zu verkleinern ; also nimmt durch CO,-Atmung 
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Fig. 1. Prozentuelle Blutveranderungen bei Ruhe unter Einatmung 
kohlensaurereicher Luft (Versuch 4). 
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die CO,-Bildung im Muskel ab, und zwar mit der Zeit immer starker. E. 
ist leicht anzunehmen, dass die durch Azidose bedingte Abnahme des O,- 
Verbrauches im Muskel mit herabgesetzter CO,-Bildung einhergeht. Har- 
treeu. Hill*®, Diirr,2® Hayasaka!®, Hayasakau. Itakura™ u. a. haben 
die durch Azidose gest6rte Oxydation im Muskel experimentell nachgewiesen, 

Blutstrom: Durch CO,-Atmung zeigt der Blutstrom deutliche Ab- 
nahme, die mit der Zeit immer starker wird. Nach Angabe von Gaskel®”, 
Fleisch™®, Atzler u. Lehmann™, Hess™ u. a. soll starkere Saure die 
Kontraktion der Gefasse in Gang bringen. Kodera u. Adachi ® haben 
im Muskelverscuh den nach Saureinfusion verminderten Blutstrom im Muskel 
ermittelt. 


2. Arbeitsversuch. 


In 5 Versuchsfallen hat man am Gastrocnemius des Hundes durch faradi- 
sche Reizung des proximalen Stumpfes des durchs¢hnittenen N. ischiadicus 
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5 min lang Kontraktion ausgelést, um die bei Muskelarbeit eintretenden Ver- 
anderungen des Stoffumsatzes im Muskel zu erforschen. Diesbeziigliche 
Ergebnisse sind in Tab. 2 darstellt. Fig.2 gibt ein Versuchsbeispiel (Versuch 
5) in Kurven wieder. 

Durch Arbeit unter Einatmung kohlensadureréicher Luft nehmen die 
Atem- u. Pulsfrequenz der Versuchstiere zu, aber gar nicht so bedeutend ; 
die Pulszahl nimmt in 4 (Versuch 2, 3, 4u. 5) von 5 Versuchsfallen nur ein 
wenig zu, bleibt in einem iibrigen Fall (Versuch 1) unverandert. 

Hamoglobin: Durch Muskelarbeit unter CO,-Atmung steigert sich 
die Hamoglobinkonzentration des Blutes, dies kommt im Muskelvenenblut 


" 4 : a > : 
starker als im Arterienblut zustande, so dass die Relation “y %'100, die vor 


der Arbeit im Mittel nur+0,7 betragt, gleich nach der Arbeit sich betrachtlich 
vergréssert und im Mittel +2,1 (1,7-2,8) ausmacht. Als Grund dafiir ist 
folgendes anzunehmen: Als Folge der CO,-Azidose sowie der Anhaufung 
der durch Muskelkontraktion erzeugten Milchséure und anderen Produkte 
kommt es zuniachst zu erheblicher ErhGhung der H-Ionenkonzentration im 
Muskel, sodann zu starker Quellung der Muskelfasern und zur Steigerung 
der Permeabilitat der Kapillarwand, woraus profuser Wasseraustritt vom Blut 
ins Gewebe und dementsprechend eine ausgesprochene Zunahme der Blut- 
konzentrationerfolgen. Wegender durch CO,-Azidose ausgelésten Kontrak- 
tion der Blutgefasse tritt bei Muskelarbeit keine entsprechende Blutsroms- 
zunahme, also Gefasserweiterung auf (s. u.) und geht die Beseitigung der in 
loco entstandenen Milchsaure nicht prompt vonstatten, worduch die Azidose 
im Muskel an Intensitét hochgradig wird. Die Bluteindickung bleibt schon 
60 min nach beendeter Arbeit noch etwas erhoht. 

Eiweiss: Durch Arbeit unter Einatmung kohlensdurereicher Luft 
nimmt der Eiweissgehalt in beiden Blutarten deutlich, aber im vom Muskel 


Xe ‘ , V-A ‘ 
ausfliessenden Venenblut besonders stark zu. Die Relation > * 100 ist 


mithin sehr vergréssert. Sie betraigt namlich vor der Arbeit durchschnittlich 
nur +1,8, steigt aber gleich nach der Arbeit im Mittel auf +-3,2 (2,6-4,0) an. 
30 min nach der Arbeit neigt sie zwar, sich dem Ruhewert zu nahern, bleibt 
aber nach 60 min noch etwas erhéht. Da besonders im Muskelvenenblut der 
Zunahmegrad des Eiweissgehaltes bei weitem starker ist als der des Hamoglo- 
bins, handelt es sich dabei nicht nur um das durch Muskelarbeit eingedickte 
Muskelblut, sondern auch um den Austritt des Eiweisses in grosser Menge 
vom Muskelgewebe ins Blut bei gesteigerter Permeabilitat der Kapillarwand, 
die durch bei Muskelkontraktion unter CO,-reicher Luftatmung entstandene 
lokale Azidose starken Grades bedingt ist. Der k.o:D. und insbesondere der 
Druck pro % nehmen in beiden Blutarten, und zwar im Muskelvenenblut 
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Tabelle 
Bestimmungen bei Muskelarbeit unter Einatmung 
pos ’ T | 
wo |< CO,-Gehalt 
b led 0 | | 7 ai # 
CEz | |_| Blutstromgesch-| “Ges Blutes CO,-Bildung | Hamoglo-}, 
$3132 iz =| ght | Wol. %) & 
ulesl? &! Zeit der eo ST —— 
Zi % tS | Blutentnahme I3 Par Be Diff. in % 1 o.¢| Diff. in% | 
g~i\BE od be Tr , aero 
o& -|5 S| | is | <\i-e | > 
55S | = i > c 
3° S| | IE (1) | (2) eed (1) | (2) | Af 
1| 9,0 37 Ve or der Inhalation |52| 12/16 7 ~ |43,75148,05|-+ 4,3010,0188 he 641370 
| [20" nach begonn. Inh. | 60] 20/ 14,3|—11,7| 47,5551,89\+ 4,34,0,0168|— 10,6) 13,7013, 
Direkt nach der Arbeit! 60|24| 17,1|-+ 5,5|+ 9,6147,55.57,66/+10, 11(0,0467|-148,4'+178,013,79 14,18 
» > 6» (651 26] 15,6.— 3.7/4 8,4 52,25 58,62|+ 6,3710,0267|-+ 42,0 + 58,9113,73 13.4 
eo y 8g 460} 24| 14,3/-11,714 0 54,15)60,54)+ 6,390,0247)+ 31,4+ 47,013,701335 
| | 
2 a hee \Vor der Inhalation | 60| 14 21,4 42,57 47,30, +4 73)0 ont 12,52'12,55 
20’ nach begonn. Inh. | 64/22] 20,0\— 6,5 \52,03156,76| + 4,7310,0197|— 6,6 12,67 12,76 
al Direkt nach der Arbeit] 68 | 22 | 24,0|-4+12,1|-+20,053,92 66,22/+12,30(0,0615}+191 5/+212,2112,73 12,95 
| 30" » »  » |68/26|23,0+ 7.5|+15,058,6567,17|+. 8,520 ,0408|-+ 93,4 +107,1/12,80 1298 
| — |60’ ~ +661 26119,3— 9:814 3,561,49 68, 11/-+ 6,62'0,02661-+ 26,1/+ 35,0/128012.7 
3| 9,61 39 |Vor der Inhalation | 64| 241 19,3 '47, 75'51 ‘574 3,82'0,0189 14,80 14,86 
z | 20’ nach begonn. Inh. | 76| 28 | 17,1|—11,4 (53,48 '57,30|-+ 3,82(0,0167|— 11,6 14,9215,01 
Direkt nach der Arbeit] 78 | 30|19,3/+ 0 |+25,1'55 39) 66,85|+11 ,46/0,0567|+200,0'+239,5)14,98 15,23 
| {30° » »  » |76}30|18,71— 311+ 9,3/60,16168,76\+ 8 60/0, 0412!-+118,0+146,7|14,80 15,04 
| 60" » »  » |78|30|17,1\—11,4/+ 0 |62, 10769, 71\+ 6,640, 0291/+ 1,0.+ 74,2!14,8014,9 
4|11,0 44 |Vor der Inhalation | 56| 16| 20,0 45,17:48,93|+ 3,7610,0172 12,80 1283 
| 20’ nach begonn. Inh. | 60} 24 | 16,7|—-165 \50, '81/54,58\+ 3,7710,0143|+ 16,9 12,89 12,98 
|  |Direkt nach der Arbeit] 66 | 30/ 20,0. 0 |+19 8)52,70(61, 16|-+ 8,46)0 ,0384|+-123,2 +168, 5}12,9513,2 
| 30° » »  » |62}32| 16,7|-16,5| 0 |56,46163,05|+ 6 5710, 0249! + 44,8'+ 74,1/12,92 13/8 
(60" » » 9» |60}32| 16,2;\—16,0|— 3,1/60,22(64,93)-+ 4,7110, + 0 |-+ 20,3/12,86 130 
5/ 10,5; 38 |Vor der Inhalation _| 48 16] 15,g '46,70'52,30/+ 5,60(0,0233 13,08 13,14 
7 20’ nach begonn. Inh. | 56 | 26| 15,9 -# 5,1 54,1758,84/+ 4 "67/0 ,0184|— 21,0 13,141323 
Direkt nach der Arbeit! 60 | 28 17 y 11. 4| +17,3/56,04165,3814-10,2710,0476|+104,3/+158,7/13,23 13,51 
| 0" oo, ee 15,g)+ 0 |+ 5,3/60,71)68,18|+ 7,47)0 ,0336|+ 44,2/+ 82,613,231345 
| (60° » « « ia 15,9, — 5,14 0 (63, 51) 70,05! i+ 7 4410 ,0309|-+ 32,6|+ 67,9)13,1713 
Vor der Inhalation | a \45,19149,63]+ 4,44|0,0199 / 
Deoch. 20’ nach begonn. Inh. | 16,6|—10,3) '51,61/55,87|-+ 4,2610,0172\— 13,6 13,46]13,3 
“hnitt (Direkt nach der Arbeit 19 ‘+ 5,9/-+18,1/53,12 (63 45|+10,3310,0502|+-152,3|+191,9)13,5413,9 
schnitt |39 ee 17,9|— 3,2\+ 7'8.57,65(65,16/-+ 7,51|0,0334|+ 67,8+ 94,2 1g 
60’ ot ar 16,4\—11,3,— 1,2(60,29|66,67|+ 6,41]0,0257|+ 29,1|+ 49,4)13,471304 7 
i | 

















Diff. in % (1): 
Diff. in % (2): 


starker ab, was darauf hindeutet, dass das aus dem Muskel mobilisierte Eiweiss 
weniger osmoaktiv, also zum géssten Teil von Globulinart ist. 

Durch Arbeit bleibt der NaCl-Gehalt im Arterienblut 
unveraindert oder nimmt um ein geringes ab, zeigt aber im Pernt? 


Serum-NaCl: 


eine deutliche Abnahme, so dass sich der negative Wert von ~ 


grdssert. Daraus ist eine Retention von Chlor im Muskel BE od Si 
Durch Muskelarbeit unter CO,-Inhalation sinkt der Zucker- 


Zucker: 


spiegel des Arterienblutes nicht ab, sondern zeigt Zunahme, die nach been- 


















































Differenz in Prozent gegeniiber dem Anfangswert ; 
Differenz in Prozent gegeniiber dem Wert nach 20-min. Inhalation. 























Ay 100 ver- 
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Stoffumsatze im Muskel unter CO,-Atmung 
belle 2 
(mung |, hlensaureicher Luft. 
a 
imogio bin | Blutmilchsaure | Blutzucker |Serumeiweiss|) K.o.D. |Druck pro % “se rum-NaCl| 
8} 4) (mg/dl) (mg/dl) | (%) — | (mm H,O) | (mm H,O)° | (mg/dl) 
| oe Tr) e Ts | | Ss Ts < a ™ \s | | | | S Bemerkungen 
4 } _) } i, | — — — me 
> iI x x | | x a te Poe Mae te 
q<i- i< > |<q|> <\|> <| 7) IG i> lay 
fe) | |<] | F< | 3/ Fle} | [Fle] T\< 
+ _ii> en tale = > = 28 mon ha ral — 
tam | +04117,36|19,93|+14,8|115|1041— 9,617,207,29|+-1,212791276|—-1,1138,7137,9|—2,11575 570|—0,9| Inhalationsluft: 
40,9 14,79 16,71'+-12,9|120/111|— 7,5|7,447.55/+1,5 270/264 — = 236,335, 0)— 3 °6570562\—1, Al CO, 11,35% 
+2,816,71 21,21 +30, 8) 120/108)— 10, 07, 51/7,71|+2,6 264/256|— * 0135, 1 '33,2) —5,4'570 560|—1,7 O, 20,90% 
5] 1516, ‘07, 19,93 +24,0 124/113/— 8,9,7,46)7,63| +2,3/260/254|— y 33,3) ~43 565 556 ia 
+1, 1/4, 79 17,36 +17,4)129/119|— 8,57, 42/7, 55) +1,8/255/249 me ty 4/33,0 —4,1/565 557|\—1,4 
*} 40,2 15,4318 64! +20,8/104| 95|— 8,6|7,22:7 29) +1,0/264/260) —1,5/36,6'35,7 —2,4|590 587|—0,5| Inhalationsluft : 
ST 4.0,713,50 16,07|-+19,0)111|104|— 6,3:7,63,7,72 +1,2 252 '246|—2 "4133 ,0/31,9|—3,3)585 580\—0,8 CO, 14,17% 
+1,7/14,79|18 °64) +26,0/120)106!—11,7|7,67,7,89 +-2.9.240232|—3,2 31,3)29, 4|—6,1/585572|—2,2} O, 19,39% 
+114112,8616,07/+-24,9|129|117|— 9,317,76.7,89| +1,7|232/224|—3,4130,0128 4|—5,3|580 570\—1.7 
“} +0,9/12,21/14, 79'+21, 31/134)125)— 6,7/7,81/7 92 +1,4; 220/216 By es —3, 1)580, 570|—1,7 
+0,4/18, 0021, 21 (+17, 8/110} 99/—10,0/6 "5516, 59| +0, 6 252) i248 — 1,6|38,5|37,6|—2,3} 560'555|—0,8) Inhalationsluft : 
+0,6/15, 43) 18 00) +16,6)117|108)— 7.716, 84.7 ’90) +0, 9/246)240 —2,4/36 1034, 8\—3, 3 560550 —1,8) CO, 10,28% 
+1 17/17,36,22, 50 +29,6'119/106|— 10,916, 86)7 ,09|+3, 3,240 40\227 —5,4/35 0132, 0 —8,6|557 545|—2,1 O, 21,80% 
=f +1,6'16 107:21,21) +22,2/125/113|— 9,616, 77) 6,90! +-1,9/232/225}—3,0)34, "3132 16} —4,9/555545|—1,8 
+1 014, 79/17,36|+17,4|132/122|— 7,6/6,66|6, fe pris ,6[224|218 —2,7/33,6|32 2 —4,2/555'545|—1,8 
} 40,216, 07/18, Al4-16) 0/116|108/— 6,9/7, | 285|284| —0,3/36,9/36,2)—1 9)576 570|—1,0) Inhalationsluft : 
af +0,7/14 »19\16, 71 120/113)— 5,8)8, 06 8,28 2 °7|280|276 —1,4)34,7|33,3|—4, 0 570|560\—1,7} CO, 13,45% 
of +2,2:16 407/20, 57|+-28, 0 124/113;— 8,9/8, 158 ,48|+-4,0/268'260) —3,0/32,9'30,7/—6, | 565 552/—2,3 O, 20,98% 
+1,215,43} \19,29)+25, 0/132)122|— 7,6)7,98 8,24) 4-3,21254 248) —2,4/31,8)/30,! 0 —5,7/565555|/—1,8 
+1,2:14, 14) 16,71|+18,2/141|132|— 6,4/7 928, ATH+3, sae oH —2,1/30,3/28,8) —4,9|560/550)—1,8 
a4 +0,4)14,79117,36 +17,4|120)108|—10,0/7,78'7 85) +0,9'268/266| —0,7/34,4/33,9|— 1,4 550547 —0,5} Inhalationsluft : 
+0,7/13 90/15 43|-4+14,3 125}115|— 8,08 ,08/8,21 4-1, 6,260/256| — 1,5|32,2/31,2) —3,1/545,540;—0,9 O, 10,56% 
f +2,1/16,71/20 > 7| +23, 1/132)}117| — 11,4/8,17/8,41|+-2,9|250|244)—2,4/30,6/29,0| —5,2/545/535|—1,8 O, 21,17% 
a +1,7/15, "43 18,64! |+20, 8/141/127/— 9,9/8,15 8,35 +2,4/244/240|—1,6)29,9|28,7| —4,0/545/537|—1,2 
+1 Ail2 8614, 79) j+15, 0/145/134|— 7,6)8,10|8,98) +2,2/236|233|— 1,3|29,1|28,1|—3,4 545/540 —0,9 
of +0,4(16,33119,36]+-18,5]113|103|— 8,87,2917,37|-+-1,1/270,267|—1,1/37,036,3|—1,9|570566|—0,7 
+0,7/14,40/16,58 +15,1/118 110\— 6,8'7,61/7,75'+-1,8| 262/256 —2;3)34, 4,33 4\—2, 9'566558)— 1,4 
+2,1/16,33/20,70 +26,8)123 110|—10 67 ,67| 7 92, +3,2|252.244 —3,2, 33,0 30, 9} — 6,4 564) 553|—1,9 
17113,6] +1,5/15,17/19,03)+-25,4! 130} 118)\— 9 27, "62/7 ,81/+-2,5|244'238 —2;432,2:30, 6|— 5, 0562553 —1,6) 
+1,1/13, :76)16,20 +17, 17/136|126)— 737, 587, 75 |-+2,2 235 230|— 2 131, 1,29,9|—3, 8561 552\—1,6 
deter Arbeit noch weiter erhGht, was sich anders als bei der Arbeit unter 
: Atmung atmosphirischer Luft verhalt. Der Zuckergehalt des aus dem 
Muskel fliessenden Venenblutes nimmt direkt nach der Arbeitin 2 (Versuch 1 
t u. 3) von 5 Versuchsfallen ab, hingegen in anderen 2 Fallen (Versuch 2 u. 
, 5) zu und bleibt im iibrigen einzigen Fall (Versuch 4) unverandert. Der 








negative Wert von Ay 100, d. h. der Zuckerverbrauch im Muskel nimmt 


durch Arbeit ohne Ausnahme zu und betragt gleich nach der Arbeit durch- 
schnittlich 10,6 (8,9—11,7), wahrend er in der Ruhe durchschnittlich nur 6,8 
ausmacht. 


Das ist aber doch im Vergleich mit dem Wert (im Mittel 15,5) 
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Fig. 2. Prozentuelle Blutveranderungen bei Muskelarbeit unter 
Einatmung kohlensarereicher Luft (Versuch 5). 
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bei gleicher Arbeit unter atmosphirischer Luft noch viel kleiner (vgl. Tab. 
2 in anderer Mitteilung”). 60 min nach der Arbeit erholt sich dieser zugenom- 
mene Zuckerverbrauch wieder nahe dem Vorwert. 

Milchsaure: Die Erhéhung des Milchsiurespiegels durch Muskel- 
arbeit ist hier sowohl im Arterienblut als auch im Venenblut geringer als unter 


atmospharischer Luft. Die Relation v4 x 100, im Durchschnitt+26,8 


(23,1-30,8), d. h. die Milchsaéurebildung im Muskel ist somit kleiner als die 
(+36,6) bei gleicher Arbeit unter atmospharischer Luft (vgl. Tab. 2 in meiner 
anderen Mitteilung”). Wie schon erwahnt, wird die, Glykolyse, d. h. der 
Zuckerverbrauch und die Milchsaéurebildung im Muskel durch Azidose ver- 
mindernd beeinflusst. So muss denn hier die unter CO,-Atmung ausgeldste 
Muskelkontration starke lokale Azidose im Muskel hervorrufen, die auf den 
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Zuckerverbrauch und die Milchséurebildung stirker hemmend einwirkt, als 
beim Kontrollversuch. 

CO,-Bildung im Muskel: Das Zunahmeprozent der durch Mus- 
kelarbeit gesteigerter CO,-Bildung im Muskel ist bei weitem geringer als bei 
Einatmung atmospharischer Luft ; es ist durchschnittlich nur 191,9 % (158,7- 
239,5 %) gegen 344,8 % (vgl. Tab. 2 in anderer Miteilung”). Dies diirfte 
wahrscheinlich auf starker Azidose im Muskel beruhen. Im Kontrollversuch 
mit gleicher Arbeit unter normaler Luft erholt sich die CO,-Bildung im Mus- 
kel in den meisten Fallen 60 min nach Abschluss der Arbeit vollstandig zum 
Ruhewert, bleibt aber unter CO,-reicher Luft selbst nach 60 min gegeniiber 
dem Ruhewert noch deutlich erhéht, was darauf hindeutet, dass der ,,Oxygen 
Debt‘ dabei vergréssert ist. 

Blutstrom: Der durch CO,-Atmung abgenommene Blutstrom im 
Muskel nimmt durch Muskelkontraktion wieder zu, aber um weit geringeres 
als durch solche unter Einatmung atmospharischer Luft, wie das Zunahme- 
prozent durchschnittlich 18,1 % gegen 100,6 % ausmacht. Wie schon er- 
wahnt, fiihrt eine starke Azidose die Kontraktion der Gefasse herbei. Zwar 
bleibt diese Zunahme des Blutstroms im Muskel selbst nach 30 min noch 
etwas erhoht. 

Ermiidungskurve des Muskels: Bei CO,-Atmung ist die Kon- 
traktionshdhe zu Beginn im Versuch 3 etwas kleiner als bei Einatmung atmos- 
pharischer Luft, wahrend sie in ibrigen 4 Versuchen fast keine nennenswertten 


Fig. 3. Kontraktionskurve unter CO,-reicher Luft (Versuch 1). 





Zeitmarkierung in */,) min. 

Veranderungen darbietet. Was den weiteren Verlauf der Kontraktionshdhe 
anbetrifft, verkleinert sie sich in allen Versuchen rascher und starker als beim 
Kontrollversuch (vgl. andere Mitteilung”). Fig 3 giebt die Ermiidungskurve 
bei Versuch 1 wieder. Dass die Ermiidung hier rascher als bei Einatmung 
normaler Luft eintritt, kommt wahrscheinlich daher, dass durch starke Azidose 
Quellung der Muskelfasern und betrachtliche Stérung des Kohlehydratstoff- 
wechsels im Muskel herbeigefiihrt werden. 


Zusammenfassung. 


Bei Hunden unter Einatmung 10-14 % CO, enthaltender Luft wurden 
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die Werte von Hamoglobin, Eiweiss, kolloid-osmotischem Druck (unter kurz: 
k.o.D.), Druck pro 1 % Eiweiss (unten kurz: Druck pro %), Zucker, Milch- 
séure, Kohlensaéure und NaCl parallel am dem M. gastrocnemius in situ 
zufliessenden arteriellen und am demselben entfliessenden vendsen But be- 
stimmt. Dann wurden nach einer durch faradische Reizung des N. ischiadicus 
fiir 5 min ausgelésten Muskelkontraktion die betreffenden Daten ermittelt 
und mit denselben in der Ruhe verglichen. Somit wurden die durch Arbeit 
unter CO,-Atmung verursachten Veranderungen von Blutkonzentration in 
der Muskelvene, Eiweissaustausch, Zuckerverbrauch, Milchsdure- und CO,- 
Bildung im Muskel, ferner von Blutstrom im Muskel und dessen Ermiidungs- 
kurve beobachtet. Als Ergebnisse ergab sich Folgendes : 

1. Durch Muskelarbeit unter Einatmung kohlensaurereicher Luft nimmt 
die Blutkonzentration im vom Muskel ausfliessenden Blut starker zu, als bei 
gleicher Arbeit unter atmospharischer Luft. 

2. Die vom Muskel ins Blut iibergehende Eiweissmenge nimmt stark 
zu, aber der k. 0. D. stark ab. Daraus ist zu ersehen, dass das betreffende 
Eiweiss zum gréssten Teil von Globulinart ist. 

3. Die Arbzitszunahme des Zuckerverbrauchs und der Milchsaurebild- 
ung im Muskel ist ausgeprochen verkleinert. 

4. Die Zunahme der CO,-Bildung im Muskel ist auch verkleinert, aber 
ihre Riickkehr zum Ruhewert sehr verzégert, was darauf hindeutet, dass durch 
die Arbeit unter vorliegender Bedingung der ,,Oxygen Debt“ vergréssert ist. 

5. Die Zunahme der Blutstromgeschwindigkeit ist nur eine kleine. 
Das weist auf eine eingetretene Gefasskontraktion hin. 

6. Die Muskelermiidung kommt rascher als bei Einatmung atmosphari- 
scher Luft. 

Diese Verainderungen treten zwar auch in der Ruhe in gleicher Richtung 
auf, zeigen sich aber bei der Arbeit noch verstarkt. Die CO,-Azidose und 
die durch Muskelkontratkon hervorgerufene Saurebildung fithren zur starken 
Erhéhung der H-Ionenkonzentration im lokalen Blut, die Muskelquellung 
sowie auch die Stérung des Kohlehydratumsatzes im Muskel im Gefolge hat, 
dazu kommen auch Gefasskontraktion und Permeabilitatssteigerung der Ge- 
fasswand hinzu ; dies alles zusammenwirkend muss im wesentlichen die oben- 
genannten Veranderungen herbeifiihren. 

Diese Arbeit wurde zum Teil auf Kosten der Ausgabe des Unterrichtsministe- 
riums fiir wissenschaftliche Forschung ausgefihrt. 
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Uber den Einfluss intravenéser Zufuhr von Sdure bzw. Alkali 


gewichtsstérung im Blute verschiedenerweise beeinflusst werden, ist schon 
von vielen Seiten eingehend untersucht und es ist bereits allgemein bekannt, 
dass Séuren oder Alkalien auf Wasserhaushalt im Organismus bedeutende 
Einfliisse ausiiben. 


oder Basen eine starke Gewichtszunahme eines in physiologischer Kochsalzlésung 
befindlichen Froschmuskels veranlasst. Hamburger? konstatierte an Pferden, 
dass die Menge der festen Bestandteile im Serum nach intravenéser Einspritzung 
von isotonischer Na,SO,-Lésung in Mengen von 2 Liter, in welcher sich 40 ccm 
Schwefelséure (20 ccm konzentrierte Schwefelsdure-+20 ccm Wasser) befindet, 
zunimmt, w4hrend sie nach intravendéser Einverleibung von isotonischer Na,SO,- 
Lésung in gleicher Menge, welche 0,2% NaOH enthilt, abnimmt. Pfeiffer*’, 
Wyss”, Maaseu. Zondek®, Jansen® u. a. haben berichtet, dass zur Odembil- 
dung Odembereitschaft des betreffenden Gewebes und Zufuhr von Elektrolyten, 
vorwiegend von Na erforderlich waren. Ferner hat Fischer” auf Grund der 
Quellung der Kolloide durch Sauren die Saure-Odemtheorie aufgestellt, wobei er 
annimmt, dass die Zunahme der H-Ionenkonzentration iiberhaupt Odem verursache. 
Im Gegensatz hierzu behauptet Schade®, dass manche Odeme durch Alkali bedingt 


Zusatz von Saéuren oder Alkalien in die Spiilfliissigkeit die Odembildung besch- 
leunigt und Kuwabata! bestiatigte dabei, dass diese Neigung zur Odembildung 
bei Alkalien starker hervorgerufen werde. Sato! hat nachgewiesen, dass Neigung 
zut Quellung des Kaninchenmuskels, der in 0,9%iger NaCl-Lésung eingetaucht 
worden ist, durch Verschiebung von pH des Mediums nach sowohl saurer als auch 
alkalischer Seite an Grad zunimmt. 








auf das Eiweiss und den kolloid-osmotischen Druck des 
Blutes bei notmalen sowie nierenkranken Kaninchen. 


Von 
Kiyoshi Endo. 
(= Mm FF) 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato , 
Tohoku Reichsuniversitat zu Sendai.) 





Dass die Lebenserscheinungen des Organismus durch Saurebasengleich- 


Loeb” fand, dass Zusatz einer kleinen Menge von stark verdiinnten Sauren 


Heymann” konstatierte, dass im Durchspiilungsversuch am Kaninchenohr 
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Bei durch Uberventilation herbeigefiihrter Alkalosis fand V6lker!?) Zunahme 
des Hiamoglobingehaltes des Blutes,woraus er die Eindickung des Blutes schloss. 
Weiter haben Gollwitzer-Meier und Chr. Mayer!® die durch Uberventilation 
hervorgerufenen Veranderungen der Blutkonzentration bei gesunden Menschen und 
Hunden vielfach untersucht, wobei sie fanden, dass bei Menschen Blutverdiinnung 
auftritt, wogegen bei Hunden sich das Blut eindickt. Kimura" hat bei solchen 
Hunden Abnahme des Himoglobingehaltes nachgewiesen. Vor kurzem haben 
Harkins und Hastings! bei Hunden Abnahme des Wassergehaltes im Serum 
nach intravendéser Injektion von Normal-HCl-Lésung in der Menge von 3 1/3 ccm 
pro kg K6érpergewicht festgestellt ; ferner beobachtete Laubender!® an Kanin- 
chen Bluteindickung nach peroraler Zufuhr von Salzsdurelésung. Kuge!” fand an 
Kaninchen bei Blutazidosis Abnahme des Hamoglobingehaltes und der Erythrozy- 
tenzahl, hingegen bei Blutalkalosis leichte Zunahme derselben. Oka!® konstatierte 
bei Kaninchen bei weitem starkere Abnahme der zirkulierenden Blut- und Plasma- 
menge sowie des Erythrozytenvolumens nach intravendser Verabreichung von 
Siure- bzw. Alkalilésung in Mengen von 10 ccm pro kg K6rpergewicht als diesel- 
ben nach intravaskulare Einverleibung der gleichen Menge von pysiologischer 
Kochsalzlésung. 

Aus den obengenannten Resultaten geht schon hervor, dass die Verande- 
rungen der H-Ionenkonzentration im Blute verschiedene Einfliisse auf die 
Konzentration sowie die chemisch-physikalischen Beschaffenheiten des Blutes 
ausiiben miissen, aber es liegen recht spiarlich die Untersuchungen vor, die 
sich mit dem Studium iiber den Einfluss der pH-Veranderung des Blutes auf 
das Bluteiweiss,insbesondere auf dessen Molekularaggregate befassen, und die 
Versuchsergebnisse sind zwischen den Autoren ziemlich divergierend. 

Ozawa, Aikawa u. Arakawa! beobachteten bei Hunden relative Zunahme 
des Globulins im Serum im azidotischen Zustand nach intravenéser Einspritzung von 
Salzsiurelésung, Nisimura u. Takagaki® haben bei Kaninchen Beschleunigung 
der Blutsenkungsgeschwindigkeit nach Salzséure- oder Ammoniumchloridgabe 
berichtet. 

Was die Verainderungen der Bluteiweisskérper bei der durch O -Mangel her- 
beigefiihrten Acidosis anbelangt, sah T oth”) bei Einatmung verdiinnter Luft bald 
eine Zunahme, bald eine Abnahme des Globulins ; Elias u. Taubenhaus” haben 
bei Kaninchen, die unter dem Unterdruck 2-3 Tage lang gehalten wurden, eine 
betrichtliche Albuminzunahme und eine geringe Globulinabnahme nachgewiesen. 
Loewy? erwahnt in seiner Monographie, dass die Eiweisskérper des Blutes im H6- 
henklima mannigfache Veranderungen erfahren. Kasugai*’ konnte bei Hunden, 
indem er sie die 9-10 % O,-haltige Luft fiir eine Stunde einatmen liess, im Blute eine 
Abnahme des Albumins, eine relative und absolute Zunahme des Globulins sowie ein 
Absinken des kolloid-osmotischen Drucks (im folgenden abgekiirzt : k.o.D.) nach- 
weisen. Sekiguti® hat an Kaninchen in der Unterdruckkammer bei verschie- 
denen Graden des Unterdrucks den k.o.D. des Blutes bestimmt und kam zum Ergeb- 
nis, dass er beim Unterdruck, der einer Héhelage von 3,000 m Héke entspricht, 
absinkt, wahrend er bei einem iiber 6,000 m Héhe entsprechenden Unterdruck um- 
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gekehrt erhdht ist. Miura®® machte bei Kaninchen die Beobachtung, dass beim 
ptogressiv fortschreitenden O,-Mangel der k.o.D. des Blutes absinkt, wahrend er 
beim hochgradigen O,-Mangel hingegen eher erhéht ist. Ishikawa?’ konstatierte, 
dass sich der k.o.D. sowie der k.o.D. fiir 1% Eiweiss (Druck pro %) des Blutes 
beim langdauernden O,-Mangel erniedrigen. : 

Aus den Versuchsresultaten der obigen Autoren kann man Schluss zie- 
hen, dass wenn man dem Organismus durch Saure- bzw. Alkalizufuhr einen 
azidotischen bzw. alkalotischen Zustand hervorbringt, im Zusammenhang 
mit Verinderungen des Wasseraustausches zwischen Blut und Gewebe quanti- 
tative sowie qualitative Verinderungen des Bluteiweisses, demgemass auch 
Verinderungen des k.o.D. auftreten miissen. Dariiber klar zu machen, diir- 
fte irgend einen Beitrag zu den klinisch-therapeutischen Richtungen leisten. 
Nun, um mich dariiber zu orientieren, ob und wieweit das Bluteiweiss und 
dessen k.o.D. dann, wenn intravenése Injektion von Sauren oder Alkalien vor- 
iibergehende Verinderung der H-Ionenkonzentration im Blute hervorruft, 
verandert wiirde, habe ich in vorliegender Untersuchung zuerst bei gesunden 
Kaninchen, dann bei Kaninchen mit Niereninsuffizienz die Bestimmungen aus- 
gefiihrt und die Resultate miteinander verglichen. 


Versuchsmethode: Als Versuchstier wurden gesunde Kaninchen von etwa 
2kg K6rpergewicht, die 12 Stunden lang gehungert hatten, benutzt. In erster 
Versuchsreihe wurde dem Versuchstier Saure- bzw. Alkalilésung in Mengen von 10 
ccm pro kg Kérpergewicht intravends injiziert, um Veranderungen der H-Ionenkon- 
zentration im Blute hervorzurufen. Hier bei kam als Saurelésung 0,9 % NaCl- 
haltige N/10-Salzsaurelésung und als Alkalilésung folgendes Gemisch zur Anwen- 
dung, welches nach dem Vorgang von Gaza und Brandi® und Auerbach u 
Pick” N/10-Natriumbicarbonatlésung mit N/20-Natriumcarbonatlésung in einem 
Mengenverhiltnis von 7: 3 durchmischt und dieses Gemisch mit einer 1,4 % igen 
Kochsalzlésung im Verhaltnis von 6:4 vermischt und zu isotonischer Alkalipuffer- 
lésung (pPH=9,30) hergestellt wurde. In der zweiten Versuchsreihe wurde derselbe 
Versuch bei Kaninchen mit Nierenfunktionsstérung ausgefiihrt. Um Funktions- 
stérung der Niere herbeizufiihren, wurden die beiderseitigen Ureteren unterbunden, 
und das Tier wurde nach Ablauf von 50 Stunden nach dem Eingriff zum Versuch 
benutzt. 

Jedes Versuchstier wurde im niichternen Zustand auf einen elektrische passend 
angewarmten Tierhalter in der Riickenlage gefesselt und die A. femoralis auf der 
einen Seite blossgelegt, worin eine Kaniile eingelegen und sie behufs beliebiger Ent- 
nahme arteriellen Blutes mit einer Klemme gefasst worde. Um Einfliisse der Fesse- 
lung und Operation méglichst zu vermeiden, wurde die Blutentnahme erst nach zwei- 
stiindigem Ruhiglassen der Versuchstiere vorgenommen. 30 min nach der Ent- 
nahme der ersten Blutprobe wurden die betreffenden kérperwarmen Sdure- oder 
Alkalilésungen in-Mengn von 10 ccm pro kg K6rpergewicht mit einer Geschwindig- 
keit von etwa einer Minute in die Ohrvene injiziert und dann wurden die anderen 
Blutproben im direkten Anschluss daran (nach ungefahr 3 min) und spater nach 30 
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sowie 60 min, also insgesamt viermal, entnommen. In derselben Zeit jeder Blut- 
entnahme bekam man kleine Blutmenge ohne Stauung aus der Ohrvene der anderen 
Seite unter Anwendung der von Nakazawa und Sato" ausgearbeiteten Mis] owi- 
tzer™ schen Spritze, um das pH des Blutes mittels des Mislowitzer schen Poten- 
tiometers mit Chinhydronelektrode zu bestimmen. Des weiteren wurde an so gewon- 
nenen Blutproben der Hamoglobingehalt mittelst des Fleis chel-Miescherschen 
Hamometers, der Serumeiweissgehalt mittelst des Pulfrichschen Eintauchrefrakto- 
meters, der k.o.D. nach der Methode von Krogh u. Nakazawa*! und der 
Fibrinogengehalt nach der Methode von Leendertz und Gromelski*® bestimmt. 

Die entnommene gesamte Blutmenge, welche zu einmaliger Bestimmung er- 
forderlich war, betrug ca. 2,5 ccm. 


I. Versuch an gesunden Kaninchen. 


1. Kontrolle. Injektion von physiologischer 
Kochsalzlésung. 


Als Kontrolle fiir die Hauptversuche wurde 7 gesunden Kaninchen 
sterile kérperwarme, 0,9%ige Kochsalzlésung von gleicher Menge (10 ccm 
prokg Kérpergewicht) wie Sdure- bzw. Alkalilésung intravenés injiziert und 
die Schwankungen des Hamoglobin-, Serumeiweiss-, Fibrinogengehaltes und 
des k.o.D. sowie des pH Blutes wurden 30 min vor der Injektion, direkt nach 
derselben und spater nach 30 sowie 60 min beobachtet. Die Versuchsresul- 
tate sind auf Tab. 1. aufgettagen und nebenbei gibt Fig. 1 den durchschnittli- 
chen prozentischen Wert der obigen Daten an. 

Es wurde schon von Ito, Furuhasi,™ Sasaki u. Yasuma*® sowie 
Onozaki*® festgestellt, dass die Eiweiss- und Hamoglobinkonzentration des 
Blutes nach intravendser Infusion von isotonischer Salzlésung eine voriiber- 
gehende Abnahme zeigt und dass diese Abnahme auf die Blutverdiinnung 
zutiickzufiihren ist. Auch in meinen Versuchen kann man eine erhebliche 
Verminderung des Serumeiweiss- und Hamoglobingehaltes unmittelbar nach 
der Injektion von Kochsalzlésung ersehen ; die prozentuale Abnahme des 
Hamoglobingehaltes betrug im Mittel 12,5. (10,2—15,6) % und die des Ei- 
weissgehaltes im Mittel 12,3 (9,8—14,5) %, also handelt es sich hierbei um 
eine nahezu parallele Konzentrationsverminderung der beiden Blutbestand- 
teile. Nach dieser raschen Abnahme neigten die Konzentrationen des Ei- 
weisses und des Hamoglobins in allen Fallen zur Erholung ; nach 30 min 
naherten sich beide dem Vorwert, um dann aber nach 60 min wieder einiger- 
massen abzusinken. 

Betrachtet man nun die Schwankungen des k.o.D. des Blutes nach der 
Injektion, so kann man auf den ersten Blick leicht erkennen, dass sie mit 
denselben des Eiweiss- und Himoglobingehaltes gleichen Schritt hielten ; der 
k.o.D. nahm direkt nach der Infusion stiirmisch ab, die prozentuelle Abnah- 
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Tabelle 1. 


Veranderungen des Bluteiweisses und dessen k.o.D. nach intravendéser Injektion 
von physiologischer Kochsalzlésung bei gesunden Kaninchen. 
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rAl BS Zeit der PH RO ig eae: gee i. 
2 | 28 3c Zilol Filo a | 3g | = 
Y -| Gi-el « S c 
a| Es Blutentnahme g/dl * %, 2 , - | . ae - | 4 
$}23) B] } Rel ale) a] | al La 
2,150 Vor 30 Min. 13,36) \5,40) [239) 44,2 (0,17 17,30) 
1| Direkt nach Infusion |11,66—12,7/4 :81|—10, 91212,—11,3/44,1|— 0,2(0,11|—35,317,32,+-0,27 
| @ | 30Min. , »  12.80— 4°2'5;07\— 6,11224|— 6,344,214 0 |0,15|—11,817,30-+ 0 
| 60 Min. , - 12,80) — 4.25) 07, > € = 6,1)226|— 5,4/44,5|+ 0,7(0,15|—11,8)7,31|+0,14 
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me betrug durchschnittlich 12,8 (10, 4—15,7)%. Dann neigte er etwas zur 
Erholung, aber nach Ablauf von 60 min zeigte er wieder mehr oder weniger 
eine Abnahme. Wie aus Fig. 1 ersichtlich, gehen das Serumeiweiss und der 
k.o.D. stets miteinander Hand in Hand, demgemiiss der Dryck pro % nur 
bescheidenen Schwankungen unterworfen ist. 




















Einfluss intravenéser Zufuhr von Saure bzw. Alkali 


Fig. 1. Prozentuelle Blutveranderungen nach intravendser Injektion 
von physiologischer Kochsalzlésung bei gesunden Kaninchen 
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Der Fibrinogengehalt nahm auch direkt nach der Injektion erstaun- 
lich ab, die Abnahme betrug im Durchschnitt 26,3 (20,8—35,3) %, dann 
zeigte er aber deutliche Wiederherstellung und hielt mit dem Eiweiss fast 
gleichen Schritt. Das pH des Blutes erfuhr nach der Injektion keine bemerk- 
bare Schwankung. 

Die im direkten Anschluss an die Injektion erscheinende erhebliche Ab- 
nahme des Eiweisses, des Hamoglobins, des k.o.D, und des Fibrinogens ist 
selbstverstandlich der durch infundierte Kochsalzlésung hervorgerufenen 
Blutverdiinnung und die darauffolgende Wiederzunahme derselben der auf 
dem extravasalen Austritt der infundierten Fliissigkeit beruhenden Blutein- 
dickung zuzuschreiben, wahtend die nach 60 min eintretende geringe Ver- 
minderung derselben offenbar auf die wiederholentlich ausgefiihrte Blutent- 
nahme zuriickzufiihren ist. 


2. Injektion von N/10-Salzsaurelésung. 


Es wurde N/10-Salzsaurelésung, in deren Deziliter 0,9 g NaCl aufgelést 
wurde, auf die K6rpertemperatur erwarmt, gesunden Kaninchen in Mengen 
von 10 ccm pro kg K6rpergewicht intravenés einverleibt. Danach wurden 
die Blutproben in gleichen Zeitabstanden wie im Kontrollversuch entnommen 
und zu Bestimmungen benutzt. Die Ergebnisse der 9 Versuche sind in 
Tab. 2 wiedergegeben ; Fig. 2 zeigt die prozentualen Ab- und Zunahme 


der Bestimmungswerten im Durchschnitt. 
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Tabelle 2. 


Bluteiweisses und dessen k.o.D. nach intravendéser 


Injektion von N/10 Salzsaurelésung bei gesunden Kaninchen. 
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Z| BS! Zeit der ——— ft Shee es ae 
Z| bes zl | kle! &] 9) 2 ae} | a 
Sig™ . Tt 2 iat 2 ier 6 ie | 
2 £3 Blutentnahme g/dl 7 %, - - | . . | z %, fe oe 
Oi & = i =— | i cm | —_ 
aie a) ;}al]e&} a} 8] a] QO | a 
'2,000| Vor 30 Min. (14,52! 6,83 294 '43,0 (0,21! 7,26 
1| Direkt nach Infusion |12,80|—11,8)5,90|— 13,6236 —19,7.40,0 — 7,00,17 —19,07,22 —0,55 
| ¢|30Min., 13,64|— 6,116,16— 9,8254 —13,641,2— 4,20,21+ 0 7,264 0 
60 Min. , 5 (13,36 — 8,0(6,12\-10,4,256 —12,941,8 — 2,80,21+ 0 7,27-+0,14 
} | | 
Vor 30 Min. 13,94 6,51) l275) 42,2 0,19 7,33) 
Direkt nach Infusion |12,80\— 8,2)5,92\— 9,1)224|—18,537,8,—10,40,15 —21,0|7,28 —0,68 
30Min. »  » — {13,36— 4,26,03|— 7,4230 —16,438,1|— 7,30,17 —10,5/7,33 + 0 
|60Min. , —» —_‘/13,08|— 6,2/6,01\— 7,7,236|—14,239,2— 7,100,17 —10,5|7,34,+0,14 
} | | | 
1,950, Vor 30 Min. 14,80 (6,57 289 44,0) (0,17) (7,27 
| Direkt nach Infusion |13,36— 9,7/5,83 — 11,3233 —19,4:40,0|— 9,1/0,15|—11,8'7,23 —0,41 
@/30Min., 4  (14,24\— 3,816,10— 7;1|256 —11,4142,0— 4,510,17|+ 0 |7,25—0,14 
| 60Min. , —» ~—*|14,24— 3,8(6,45 —11,81275 — 4,842,6— 3,20,17|4 0 [7,27 + 0 
Vor 30 Min. 12,80 \6,49| 287| 44,2! 0,15) 7,32 
Direkt nach Infusion |11,66— 8,9/5,90 — 9,1/235\—18,1/39,8,— 9,90,13\—13,37,27 —0,68 
30Min. » —» _~—*[12,52\—2,26,25|— 3,7258|-12,5441,3— 6,60,15-+ 0 (7,324 0 
60 Min. , » ~—*/12,24— 4,216,12—5,7265|— 7,7/43,3— 0,90,13|—13,37,32-+ 0 
—_ = —_—- | — 
Vor 30 Min. 14,52 7,07| l296| '41,9 (0,17, '7,36! 
Direkt nach Infusion|12,86|—11,4(6,47— 8,5|249|—15,9/38,5|—_8,100,13| —23,5|7,29|—0,95 
30Min. »  » —(14,00\— 4,06,66 — 5,8266 — 8,039,9— 4,80,174 0 |7,34|—0,27 
60Min., » 14,00|— 4,0,6,80\— 3,8280— 5,4/41,2— 1,70,17 + 0 |7,37/+0,14 





| Vor 30 Min. 
Direkt nach Infusion 


ls79] sal dats] 7,43] 


13,94 
8,2/235| —16,7/37,7 — 


12,80|— 6,7/6,23|— 














— 67 9,110,19 —20,8|7,38 —0,67 
30Min. » —» —((13,36— 4,216,47|—4,7/263|—6,7/40,5\— 2,4 —0,27 
60 Min. » —» ~—(13,08|— 6,2(6,38—6,0265— 6,041,54 0 0,21 —12,5)7,43 + 0 
] ] | 
Vor 30 Min. 13,94, {6,25 [263 ~—sla2|_—fozal _—i7,35) 
Direkt nach Infusion |12,52|—10,2)5,49|—12,6,212 —19,438,6—_8,310,19 —20,8,7,28' —0,95 
30Min. , 5 ~—((13,08|— 6 ,25,68|— 91/230 —12,5.40,5|— 3,80,24\4 0 17,35 0 
60 Min. » —» —*/12,80)— 8,25,62|—10,11231|—-12,241,1|— 2,410,244 0 |7,37-+0,27 
i } | ! | 
Vor 30 Min. 15,08) \5,79 (241| 41,6 lo,17 '7,36 
Direkt nach Infusion |13,64 —11,4'5,18 —10,5/197|—18,238,0 — 8,610,15 —11,87,31 —0,54 
30Min. » =» > —-(14,24,— 5,615,38,— 7,1210 —12,939,0— 6,20,17+ 0 |7,364 0 
6OMin.» » | 480,174 0 736+ 0 
u | 


13,94;\— 7,55,22\— 9,8210|—12,9.41,4 — 











Vor 30 Min. 
Direkt nach Infusion 
30 Min. 


1480, 7,15 
13,36|— 9,7\6,30|—11,9|239|— 16,4'37,9 — 
14,24,— 3,86,73\—’ 5,9265|— 7,739,4— 





| 60 Min. 


be) ” 


13,94\— 6,5}6,52— 8,8.264)— 


0,32 '7,37] 
5,510,26|—18,7/7,31|—0,82 
1,70,30 — 6,27,36|—0,14 
0,70,30,— 6,27,37| 0 


'7,15} 1287] ‘40,1! 


— 8,040,4 + 








Durch- 
schnitt 





Vor 30 Min. 


30 Min. 
60 Min. 


: | 


14,26} 
Direkt nach Infusion |12,87|— 9,7/5,91) 
13,63|— 4,4/6,16)— 6,6)248) — 11,1/40,2 + 
13,41 — 6,06,14 — 70/253) — 9,3:41,4— 


10,21) 7,34 
8,5:0,17, —19,0.7,28/—0,82 
5,00,20— 4,8'7,33|—0,14 
2,1 0,20 — 487,34): 0 


i279 42,3) 
—10,4/229|—17,9/3877|— 


16,6 | 
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Das pH des Blutes nahm direkt nach der Injektion ein wenig ab, aber 
nach 30 min kehrte es im grossen und ganzen zum Anfangswert zuriick ; der 
Einfluss der Saurezufuhr war némlich voriibergehend. 


Fig. 2. Prozentuelle Blutverinderungen nach intravendser Injektion 
von N/19-HCI-Lésung bei gesunden Kaninchen (Durchschnitt). 
3 5 
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7,39 10 I 




















Vor 0 3 %0 @ 
Zeit in min 
Zeichenerklarungen wie bei Fig. 1. 


Unmittelbar nach der Injektion betrug die durchschnittliche Abnahme 
beim Hamoglobingehalt 9,7 (6,7—11,8) %, beim Eiweissgehalt 10,4 (8,2— 
15,4) %, beim Fibrinogengehalt 19,0 (11,8—23,5) % und beim k.o.D. 17,9 
(15,9—19,7) %. Wie aus diesen Zifferzahlen ersichtlich, war die Abnahme 
des Hamoglobin-, Eiweiss- und Fibrinogengehaltes kleiner und die des k.o.D. 
hingegen betrachtlich grésser als die im Kontrollversuch, folglich nahm der 
Druck pro % augenfiallig ab; die Abnahme desselben betrug im Mittel 8,5 
(7,0—10,4) %. Nach 30 min naherten sich der Eiweiss- und Fibrinogengehalt 
mit der Konzentrationssteigerung des Hamoglobins zum Anfangswert und 
nach 60 min nahmen sie wieder ein wenig ab. Im Gegensatz dazu blieb der 
k.o.D. erniedrigt ; im Mittel betrug seine Abnahme nach 30 min 11,1 (6,7— 
16,4) %, nach 60 min noch 9,3 (4,8—14,2) %, infolgedessen belief sich die 
durchschnittliche Abnahme des Drucks pro % nach 30 min auf 5,0 (1,7—7,3) 
% und nach 60 min auf 2,1 (0,7—7,1) %. 


3. Injektion von isotonischer Alkalipufferlésung. 


Bei 8 gesunden Kaninchen wurde die intravendse Injektion von isotoni- 
scher Alkalipufferlésung (pH=9,30) in Mengen von 10 ccm pro kg K6rper- 
gewicht durchgefiihrt. Die Versuchsergebnisse sind in Tab, 3 zusammen- 
gesteilt, Fig. 3 zeigt die durchschnittlichen prozentualen Werte derselben. 
Das pH des Blutes nahm direkt nach der Injektion voriibergehend massig 
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zuriickzukehren. 


K. Endo 


Tabelle 


I 


zu, dann fing es an, allmahlich abzusteigen, um nach 60 Min. fast zum Vorwert 


Veranderungen des Bluteiweisses und dessen k.o.D. nach intravenéser Injektion 
von isotonischer Alkalipufferlésung (pH = 9,30) bei gesunden Kaninchen. 































































































































































































os Hiamo- | Serumei-| , Druck Fibri- pH des 
e ee globin weiss | K-0D. | pro% | nogen Blutes 
2 Zeit d | ee 
2| 83 ii rel] ]elelelele|-]e| |e 
5 & J Blutentnahme g/dl ; & % | § |x & a § | % & & 
5/35 iS] "| Slsi Sis elie) is 
>| | Qa |} Ase] a Q | a | Q 
{1,900 Vor 30 Min. 14,52 {7,18} = (200 «Ss 40al Sift] 7,32 
Direkt nach Infusion|12,80 —11,8)6,34|—11,7241|—16,938,0— 5,910,17—19,17.39 +.0,96 
| 6/30Min. , —,_—_*|13,64/— 6,16,66|— 7,2255 12,1383 — 5.20.21 0 7,37+0,68 
GOMin. 5 5 —-/13,64)— 6,116,68|— 7,0258|—11,038,6 — 4,40,19|— 957,34 +.0,27 
1,820, Vor 30 Min. 113,64 7,24 315 43,5 19) 7,34 
P Direkt nach Infusion|12,52\— 8,2/6,41|—11,5|263|—16,5/41,0,—_5,7(0,15|—21,07,41|+0,95 
@|30Min. ,  » — |13,36— 2,06,90— 4,7/294|— 6,7142,6|~ 2.110,17|—10,57,37 +0,41 
6OMin. , —,—_*/13,08\— 4,16,86— 5,2293|— 7,042,7|— 1,80,17|—-10,57,34 + 0 
1,890| Vor 30 Min. 13,94 7,46 309 41,4, 0,26 17,36 
P Direkt nach Infusion 12,24)—12,26,34|—15,01255|—17,540,2\— 2,90,21|—23,5)7,41| +0,68 
9 |30Min. , » ~ (13,08\— 6,26,95|— 6,8'280_— 9,4/40,3|\— 2,60,24\— 7.77,381+.0,27 
60 Min. 5 =, ~—«((13,08|— 6,26,77\—_9,2/274|-11,3/40,5|— 2,20,24— 7,717.37|+0,13 
1,800] Vor 30 Min. 14,24 1,07 282 39,9 0,15] (7,43! 
4 Direkt nach Infusion |12,80|—10,1}6,12|—13,41230|—18,4137,6|— 5,80,13)—13,37,50 +0,94 
6|30Min. , » — |13,64\— 4,216,66|— 5,81258|— 8,5138,7|— 3,00,15|4 0 |7,48+0,67 
6OMin. , . (|13,36— 6,216,62\— 6,41262|— 7,1[39,6|— 0,70,13|— 13,3)7,45)+0,27 
1,870, Vor 30 Min. 14,80; 17,05 278 39,4 0,24 17,321 
* Direkt nach Infusion |13,36|— 9,7/6,34|—10,1|240| —13,7/37,8|— 4,1/0,19 —20,817,39 +.0,96 
¢|30Min. » »  (14,24— 3,816,57|— 6,81253— 9,038,5\— 2,310.22 837/35 +0,41 
60 Min. , 5 —14,24|— 3,86,62\— 6,11258|— 7,239,0 maf a a 8,37,33|+0,14 
1,880, Vor 30 Min. 14,24 7,13 270) 37,9) 0,19) 7,28) 
F Direkt nach Infusion|12,80 —10,1/6,38|—10,5|231|—14,4136,2\—4,510,15|—21,07,371+1,24 
@|30Min. , (13,641 4,26,77|—5,0249|— 7,836,8)— 2,910,194 0 |7,30+40,27 
60Min. » —_—(/13,64)— 4,26,73— 5,6.250_— 7,437,1|— 2 teat 17|-10 57,28; 0 
1,950} Vor 30 Min. 14,24 6,68 264 39,5| 17,40) 
. Direkt nach Infusion|12,80— 8,1'5,83)—12,7/221|—16,3137.9|— 4,000, 13|— 23,517,49|+1,22 
6 |30Min. , 5 —_|13,64|— 4,26,25)— 6,41242\— 8,3)38,7| 2.00,17|4 0 17,46,+0,81 
60 Min. , [13,36 6,216,20\— 7,2:240|— 9,1138,7|— 2,00, 15|—11, 817,42, +0,27 
1,710] Vor 30 Min. 13,64 6,77| 286 42,2 0,17 7,311 
P Direkt nach Infusion |12,24|—10,3}6,09|—10,01242\—12,9/39,7|—_5,910,15|—11,817.37|+.0,82 
6|30Min. , |13,08|— 4,116,45\— 4,7/258|— 9,8140,0— 5,200,174 0 |7734)-+0,27 
60Min. 5 , —_(|13,08|— 4,116,47|— 441268) — 6,341,4— 1,90,17.4 0 1731| 0 
1» | Vor 30 Min. i14 ,07 287 | |o,20) ~_—*f7,34 
= | Direkt nach Infusion 12,73|—10,86 ,23|~11,9|240|—16,4/38,5|— 4,910 “d— —20,017742/+-1,08 
5 | 30Min. , 13,54|— 5,26,65|— 5,9)261|— 9,0139,2|— 3,210,19|—_5,07,38|+0,54 
A | 6oMin. , 5 —[13,43}— 5,916,621 6,4,263|— 8,4139,7/— 2)0,18|—10,07,35+-0,14 
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Einfluss intravenéser Zufuhr yon Saure bzw. Alkali 


Fig. 3. Prozentuelle Blutverinderungen nach intravendser Injektion 
von isotonischer Alkalipufferlosung (pH=9,30) bei gesunden 
Kaninchen (Durchschnitt). 
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Vor 0 & 3 60 
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Zeichenerklarungen wie bei Fig. 1. 


Unmittelbar nach der Injektion nahmen der Hamoglobin-, Eiweiss-und 
Fibrinogengehalt sowie der k.o.D. ziemlich ab ; im Mittel betrug die Abnahme 
eim Hamoglobingehalt 10,8 (8,1—12,2) % ,beim Eiweissgehalt 11,9 (10,0— 
15,9) %, und beim Fibrinogengehalt 20,0 (11,8—23,5) % ; also ergaben sich 
diese Zahlen kleiner als die im Kontrollversuch. Hingegen erwies sich die 
Abnahme des k.o.D. als grésser als die im Kontrollversuch, demgemiss er- 
folgte die Abnahme des Drucks pro % auch betrachtlicher ; die durchschnitt- 
liche Abnahme des k.o.D. betrug 16,4 (12,9—18,4) %,und die des Drucks 
pro % 4,9 (4,0—5,9) %. 

Nach Ablauf von 30 min naherten sich der Himoglobin-, Eiweiss- und 
Fibrinogengehalt zum Anfangswert und nach 60 min blieben sie auf gleicher 
Hohe oder neigten mehr oder weniger zu Verminderung. Hingegen zeigte 
der k.o.D. noch einen niedrigen Wert, also erniedrigte sich auch der Druck 
pro %; im Durchschnitt betrug die Abnahme des k.o.D. nach 30 min 9,0 
(6,7—12,1) %, nach 60 min 8,0 (5,5—11,0) %, die des Drucks pro % nach 
30 min 3,0 (1,4—5,2) %, nach 60 min 2,0 (1,0—4;4) %. 

Aus obigen Resultaten kann man ersehen, dass der Einfluss der Alkali- 
zufuhr auf das Bluteiweissbild demselben der Saurezufuhr ahnlich ist ; nim- 
lich, der k.o.D. nimmt gegeniiber dem Eiweiss starker ab, so dass sich der 
Druck pro % erheblich erniedrigt, nur dass hier die Erniedrigung nicht 
so hochgradig wie bei Séurezufuht ist. 











eine bestimmte Tatsache. 


K. Endo 


Ureterenunterbindung. 


Tabelle 4, 


Ureterenunterbindung. 


Il. Versuch an Kaninchen mit doppelseitiger 


Dass bei Nierenkranken sowie bei experimentellen Nierenschadigungen 
die Eiweisskérper des Blutes quantitativ sowie qualitativ bedeutende Ver- 
anderungen erfahren, wobei die Erniedrigung des k.o.D. auftritt, ist bereits 
Nun, es ist experimentell sowie klinisch recht 
von grosser Bedeutung, dariiber klar zu machen, wie sich die bereits durch 


Veranderungen des Bluteiweisses und dessen k.o.D. nach intravenéser Injektion 
von physiologischer Kochsalzlésung bei Kaninchen mit bds. 






























































: | Haimoglobin Serumeiweiss 
sis Diff. in % | Diff. in % 
Z 3 34 on iff. in % | iff in% _ 
| Sos = ¢ , S 
= RSS Blutentnahme g/dl | e28e| «2 % 1|88a] a2 
5 | 3-38 | #23) a2 a RS 22 
>| x | 7 Ss ip Se 

| 1,950 Anfangswert 13,94 | 5,86 
| 1,900 50 Std. nach Operation 11,36 | —18,5 | 7,05 | +20,3 
1 | Direkt nach der Infusion 10,24 | | — 9,9 | 6,45 — 8,5 
r) 30 Min. , . 10,89 | — 4,1 | 6,77 — 40 
60 Min. , . 10,80 | — 4,9 | 6,70 | — 5,0 
| 1,700 Anfangswert 14,24 | 5,90 
1,650 50 Std. nach ration 11,66 | —18,1 6,77 | +14,7 | 
2 Direkt nach Infusion 10,61 | — 9,0 | 6,16 | — 9,0 
6 30 Min. , ‘ 11,11 — 4,7 | 6,44 | — 49 
60 Min. , a 11,04 | — 5,3 | 6,40 | — 5,5 

1,480 | Anfangswert 14,52 : 6,49 

1,420 50 Std. nach Operation 12,20 | —16,0 7,85 | +20,9 | 
3 | Direkt nach Infusion 11,36 — 6,8 | 7,29 | — 7,1 

2 30 Min. , » 11,96 | | — 2,0 | 7,60 | — 3,2 
60 Min. , » 11,96 | | — 2,0 | 7,55 — 38 
{ | | 

1,800 Anfangswert { 13,36 | 5,38 | 

1,740 50 Std. nach Operation } 10,80 | —19,2 6,98 | +29,7 
os Direkt nach Infusion 9,68 | —10,4 | 6,34 — 9,2 

7 30 Min. , . | 10,24 | — 2,6 | 6,70 — 4, 
60 Min. , ® 10,20 | — 3,0 | 6,66 — 4,6 
1,700 Anfangswert | 13,94 6,16 
1,560 50 Std. nach Operation 11,66 | —16,3 6,92 | +12,3 
5 Direkt nach Infusion 10,52 | — 9,8 | 6,29 — 9,1 
g 30 Min. , ° 11,14 — 4,4 | 6,59 — 48 
60 Min. , ° 11,08 | — 5,0 | 6,53 — 5,6 
Anfangswert 14,00 5,96 
50 Std. nach Operation 11,54 | —17,6 7,11 | +19,3 
Durchschnitt Direkt nach Infusion 10,48 — 9,1 | 6,51 — 8,4 
30 Min. , : 11,12 — 3,6 | 6,82 — 4,1 
60 Min. , é 11,07 — 4,0 | 6,77 — 48 
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Einfluss intravenéser Zufuhr von Saure bzw. Alkali 





Funktionsausfall der Niere verindetten Bluteiweisskérper beim abnormen 
pH des Blutes, das nach intravendser Verabreichung der Saure- bzw. Alka- 
lilésung zustande kommt, weiter verandern. 

In vorliegender Versuchsreihe wurden Kaninchen, die der doppel- 
seitigen Ureterenunterbindung unterworfen waren, nach Ablauf von 50 
Stunden nach dem Eingriff zum Versuch benutzt. Vor Vornahme der 
Operation wurden zuvérderst an den Tieren, welche 12 Stunden lang ge- 
hungert hatten, Bestimmungen*von Hamoglobin-, Eiweiss- und Fibrino- 
gengehalt sowie von k.o.D. und pH des Blutes ausgefiihrt. Die Bestim- 
mungsmethoden der betreffenden Daten waren ganz dieselben, die in vorange- 


Tabelle 4. Fortsetzung. 






























































K. 0. D. | Druck pro % ll Fibrinogen | pH des Blutes 
Diff. in % Dif. in % Diff. in % | Diff. in in % 

q . e = Be s | ™, | ¢ 
x S&c| 5: #4@el 521% | 68c Sz | SEclco = 

3) A) 1S) $ y : A) vv @ L i] vu @ (3) = Y 3 
gE | e§=| 42] £/ es) ce eG=| ge | Fe a 
276 | 47,1 0,19 | 7,35 | 
247 | —10,5 35,0 | —25,7 | | 0,56 | +194,7 | 7,21 | —1,9 | 
226 — 8,5 | 35,0 | 0 | 0,47 | —16,0 | 7,22 +0,1 
238 — 3,6 | 35,1 | + 0,3 | 0,52 | — 7,1 | 7,20 | —0,1 
234 —-5,3 | 349 | — 0,3 | 0,52 | — 7,1 | 7,19 | —0,3 
265 44,9 0,21 i 7,37 
232 | —12,4 34,3 | —23,6 0,52 | +147,6 7,22 | —2,0 | 
211 — 9,0 | 34,2 — 0,3 | 0,43 —17,3 | 7,22 | +0 
220 — 5,2 | 34,2 — 0,3 | 0,47 — 9,6 | 7,22 | +0 
218 — 6,0 | 34,1 | — 0,6 | 0,47 — 9,6 | 7,21 | —0,1 
287 44,2 | | 0,24 | 7,32 
257 | —10,4 32,7 | —26,0 | 0,56 | +133,3 7,18 | —1,9 
238 — 7,3 | 32,6 — 0,3 | 0,47 —16,1 | 7,17 —0,1 
248 — 3,5 | 32,6 — 0,3 | 0,52 — 7,1 | 7,18 +0 
246 — 43 | 32,6 — 0,3 | 0,50 —10,7 | 7,17 —0,1 
246 | | 45,7 | | 0,17 | 7,38 | 
216 | —12,2 | 30,9 | —32,4 | 0,54 | +217,6 7,14 | —3,2 
196 | — 9,2 | 30,9 | + 0 | 0,45 —18,5 | 7,14 | + 0 
204 — 5,5 | 30,4 | — 1,6 | 0,50 — 7,4 | 7,13 | —0,1 
202 | — 65 | 30,3 | — 1,9 | 049 | — 9,2 | 7:12 ~0;3 
280 45,4 0,24 | 7,35 | 
250 | —10,7 36,1 | —20,5 | 0,75 | +212,5 7,20 | —2,0 | 
227 — 9,6 | 36,1 + 0 | 0,64 —14,7 | 7,21 +0,1 
238 — 48 | 36,1 + 0 | 067 —10,7 | 7,19 —0,1 
235 — 6,0 | 36,0 — 0,3 | 0,67 | —10,7 | 7,17 | —0,1 
271 45,5| _ 9.4 0,21 | | 7,35 | 
240 | —11,4 33,8 of | 0,59 | 4+185,9 | 7,19 | —2,2 
220 — 8,3 | 33,8 + 0 | 0,49 | —16,9 | 7,19 | 0 
230 — 4,2 | 33,7 — 0,3 | 0,54 | — 8,5 | 7,18 —0,1 

, 0,54 — 8,5 | 7,17 
| 



































248 ' K. Endo 


hendem Kapitel ausfiihrlich geschildert wurden. Der Grund dafiir, dass 
beiderseitige Ureterenunterbindung als Methode zur Provokation der Funk- 
tionsst6rung der Niere ausgewahlt wurde, liegt darauf, dass die Verinde- 
rungen des Bluteiweisses bei Ureterenunterbindung unter denselben bei 
anderen experimentellen Nierenschadigungen die starksten sind. 

Nun wollen wir die bei den obigen Eingriffen unterworfenen Kaninchen 
gewonnenen Bestimmungswerte mit denen, die bei denselben Tieren im 
gesunden Zustand ermittelt wurden, verleichend beobachten (Tab. 4). 
Der Hamoglobingehalt, der im gesunden Zustand im Mittel 14,00 g/dl betrug, 
nahm 50 Stunden nach erfolgter Ureterenunterbindung im Durchschnitt 
auf 11,54 g/dl ab. Dagegen stieg der Serumeiweissgehalt, der sich vor dem 
Eingriff im Mittel 5,96% bezifferte, 50 Stunden nach der Operation durch- 
schnittlich auf 7,11% an, wahrend der k.o.D., der vor der Ureterenunterbin- 
dung im Durchschnitt 271 mm H,O betrug, im Mittel auf 240 mm H,O 
abnahm, infolgedessen erniedrigte sich der Druck pro % im Mittel von 45,5 
mm H,O auf 33,8 mm H,O. 

Was den Fibrinogengehalt des Blutes betrifft, wurde von Dienst*” 
bei Schwangerschaftsniere, von Kollert u. Starlinger®, Rusznydk, 
Barat u. Kiirthy™ sowie Ruszny4k™ bei Nephrose starke Zunahme des 
Plasmafibrinogens festgestellt. Ozawa*” fand bei Hunden mit Ureterenun- 
terbindung oder Nephrektomie Zunahme des Fibrins; Tanaka*) bei 
Kantharidinhunden Zunahme des Fibrinogens im Blute. In meinen Ver- 
suchen wurde auch Zunahme des Fibrinogengehaltes nachgewiesen; der 
Fibrinogengehalt, der vor der Ureterenunterbindung im Mittel einen Wert 
von 0,21% aufwies, erhéhte sich 50 Stunden nach dem Eingriff durchschnitt- 
lich auf 0,59%. Das pH des Blutes, welches im gesunden Zustand im Mittel 
bei 7,35 gelegen war, stieg im Durchschnitt auf 7,19 ab; das Versuchstier 
befand sich namlich offznbar in einem ausgesprochen azidotischen Zustand. 


1. Kontrolle. Injektion von physiologischer 
Kochsalzlésung. 

Nachdem bei 5 Kaninchen beiderseitige Ureteren unterbunden worden 
waren, wurde der Versuch 50 Stunden spater angestellt. Zuerst wurde 
als Kontrolle den Kaninchen kérperwarme, sterile physiologische Koch- 
salzl6sung in Mengen von 10 ccm pro kg Koérpergewicht intravenéds ein- 
verleibt und die analogen Daten wie in vorangehendem Versuch ermittelt. 
Die Ergebnisse liessen sich auf Tab. 4 zusammenfassen, in Fig. 4 sind die 
durchschnittlichen prozentualen Werte wiedergegeben. 

Das pH des Blutes blieb direkt nach der Injektion von isotonischer 
Kochsalzlésung unverandert, aber nach 60 min neigte es mehr oder minder 
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Fig. 4.. Prozentuelle Blutveranderungen nach intravenéser Injektion 
von physiologischer Kochsalzlésung bei Kaninchen mit bds. 
Ureterenunterbindung (Durchschnitt). 
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Zeichenerklisungen wie bei Fig. 1. 

zur Verminderung. Im direkten Anschluss an die Injektion nahm im Mittel 
der Hamoglobingehalt um 9,1 (6,8—10,4) %, der Eiweissgehalt um 8,4 
(7,1—9,2) %, dex Fibrinogengehalt um 16,9 (14,7—18,5) % und der k.o.D 
um 8,3 (7,3—9,6) % ab. Aber in darauffolgender Zeit neigten sie in allen 
Fallen zu Erholung ; 30 min nach der Injektion naherten sie sich dem An- 
fangswert und nach 60 min blieben sie auf derselben HGhe oder stiegen sie 
weiter ein wenig ab. Die Schwankungen des Eiweissgehaltes und des k,o.D. 
gingen stets miteinander Hand in Hand, also war der Druck pro % nur gerin- 
gen Schwankungen unterworfen. 

Wenn physiologische Kochsalzlésung den Kaninchen mit beiderseiti- 
ger Ureterenunterbindung injiziert wurde, waren die Verainderungen der 
Hamoglobin- und Eiweisskonzentration des Blutes kleiner als die bei gesunden 
Tieren unter gleichem Verfahren. Dies diirfte wahrscheinlich vorwiegend 
auf Permeabilititssteigerung der Kapillarwand sowie physikalisch-chemische 
Verinderungen des Gewebes infolge des Funktionsausfalls der Niere, zum 
Teil aberauch auf die Zunahme der zirkulierenden Blutmenge bei nieren- 
geschadigten Tieren, wie Beckmann™, Bence™, Litzner*, Kasiwa- 
mura”, Augelini*”, Oka u.a. bestatigten, zuriickgefiihrt werden. 


2. Infusion von N/10-Salzsaurelésung. 


Es wurde 6 Kaninchen, welche 50 Stunden vor dem Versuch einer dop- 
pelseitigen Ureterenunterbindung unterworfen waten, kérperwarme N/10- 
Salzsdurelésung, in deren Deziliter 0,9 g NaCl aufgelést wurde, in Mengen 
von 10 ccm pro kg Ké6rpergewicht intravendés verabreicht. Die Bestim- 
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Tabelle 5. 





mungsdaten sind in Tab. 5 aufgezeichnet, Fig. 5 zeigt die prozentuale Ab- 
und Zunahme derselben im Durchschnitt. 

Durch intravenése Injektion von N/10-HCl-Lésung erniedrigte sich 
das pH des Blutes bei den Ureterenunterbindung unterworfenen Kaninchen 


Veranderungen des Bluteiweisses und dessen k.o.D. nach intravendser Injektion 
von N/10 Salzsaurelésung bei Kaninchen mit bds. Ureterenunterbindung. 




















































































































z Hamoglobin Serumeiweiss 
sis Diff. in 9 Diff. in % 
42/1 Bbs% Zeit det % = 
4 oo ' s U S 
2 “8 Blutentnahme gd | Gee! se | % g8<| <4 2 
3/5 6 #83] ge s BE s2 
> mM Oo ‘a i=} = Sg 
1,740 | Anfangswert 13,36 6,16 
1,600 50 Std. nach tion 10,80 | —19,2 6,92 | +-12,3 
1 Direkt nach sion 10,76 — 7,6 | 6,38 — 7,8 
g 30 Min. , . 10,52 — 2,6 | 6,64 — 4,0 
60 Min. , » 10,30 — 4,6 | 6,55 — 5,3 
1,660 | Anfangswert 14,24 5,72 
1,530 50 Std. nach tion 10,52 | —26,1 7,16 | +25,2 
2 Direkt nach Infusion 9,86 — 6,3 | 6,73 — 6,0 
co} 30 Min. , ® 10,20 — 3,0 | 6,90 — 3,6 
60 Min. , s 10,20 — 3,0 | 6,90 — 3,6 
1,800 Anfangswert 14,80 5,99 
1,650 50 Std. nach ration 12,80 | —13,5 7,55 | +26,0 
3 Direkt nach Infusion 11,96 — 6,3 | 7,07 — 6,3 
30 Min. , ® 12,24 — 4,4 | 7,33 — 2,9 
60 Min. , a 12,24 — 4,4 | 7,05 — 6,6 
1,740 Anfangswert 14,52 6,49 
1,710 50 Std. nach tation 12,20 | —15,7 7,85 | +20,9 
4 Direkt nach Infusion 11,36 — 6,7 | 7,42 — 5,5 
30 Min. , ® 11,96 — 2,3 | 7,63 — 28 
60 Min. , ° 11,96 — 2,3 | 7,55 — 38 
2,380 Anfangswert 14,24 5,64 
2,240 | 50 Std. nach Operation | 12,80 | —10,1 6,98 | +23,7 
5 Direkt nach sion 11,20 —12,5 | 6,16 —11,7 
6 30 Min. , e 12,24 — 5,1 | 6,59 — 5,6 
60 Min. , ° 11,96 — 6,6 | 6,51 — 6,7 
1,680 Anfangswert 13,36 5,38 
1,500 50 Std. nach tation 10,80 | —19,2 6,98 | +29,7 | 
6 Direkt nach sion 9,80 — 9,2 | 6,34 — 9,2 
6 30 Min. , ® 10,52 — 2,6 | 6,77 — 3,0 
60 Min. , * 10,52 — 2,6 | 6,66 — 4,6 
Anfangswert 14,09 5,90 
50 Std. nach tion 11,65 | —17,3 7,24 | +18,5 
Durchschnitt Direkt nach sion 10,82 7,1 | 6,68 — 7,7 
30 Min. , 2 11,28 — 3,2 | 6,98 — 3,6 
60 Min. , 11,19 3,9 | 6,87 — 5,1 
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Tabelle 5. Fortsetzung. 





starker und langdauernder als bei normalen Kaninchen, sogar selbst nach 
Ablauf von 60 min kehrte es noch nicht zum Anfangswert zuriick. 

Unmittelbar nach der Injektion nahm durchschnittlich der Hamoglobin- 
gehalt um 7,1 (6,3—12,5) %, der Eiweissgehalt um 7,7 (5,5—11,7) % und 
der Fibrinogengehalt um 14,5 (12,2—19,2) % ab; diese Abnahmen erwiesen 


sich etwas geringer als die im Kontrollversuch. Im Gegensatz dazu zeigte 
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Fig. 5. Prozentuelle Blutveranderungen nach intravenéser Injektion 
von N/;9-HCl-Lésung bei Kaninchen mit bds. Ureteren- 
unterbindung (Durchschnitt). 
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Zeichenerklarungen wie bei Fig. 1. 


der k.o.D. eine betrachtliche Abnahme, welche im Durchschnitt ja einen Wert 
von 19,3 (16,0—22,7) % aufwies, demgemiass erfolgte die Erniedrigung des 
Drucks pro % auch starker ; die Abnahme belief sich im Mitel auf 12,5 (10,0— 
15,4) %. 30 min nach der Injektion naherten sich der Hamoglobin- u. 
Eiweissgehalt dem friiheren Niveau. Der Fibrinogenwert kehrt sich in 3 
Versuchen (Versuch 1, 2 u. 4) zum Anfangswert zuriick, in anderen 2 Ver- 
suchen (Versuch 3 u, 6) iiberschritt er den Vorwert, wahrend er im iibrigen 
einen Versuch (Versuch 5) sich etwas niedriger als der Vorwert erwies ; 
nach einzelnen Fallen betrachtet, fallt die Wiederherstellung des Fibrino- 
gengehaltes besonders ausgepragt in die Augen. Der k.o.D. zeigte dagegen 
noch eine ziemliche Abnahme, welche im Mitiel 12,3 (11,5-16,5) % betrug 
und der Druck pro % setzte sich im Durchschnitt um 9,2 (8,6-11,9) % herab. 
Nach 60 min erlitten der Hamoglobin-, Eiweiss- und Fibrinogenwert keine 
bemerkbaren Schwankungen und der k.o.D. blieb dagegen auf niedrigere 
Hb6he, folglich zeigte der Druck pro % auch noch eine Abnahme von durch- 
schnittlich 7,7 (5,7—9,8) %. 

Kurzum, wie es an Ta.b 5 und Fig. 5 erkennbar ist, war die durch di¢ 
Injektion von N/10-HCl-Lésung hervorgerufene Senkung von pH des Blutes 
bei Kaninchen mit unterbundenen Ureteren stirker und langdauernder als 
dieselbe bei normalen Kaninchen und die Erniedrigung des k.o.D. erfolgte 
auch gegeniiber der Kontrolle betrachtlicher und langdauernder. 


3. Injektion von isotonischer Alkalipufferlésung. 
In vorliegender Versuchsreihe wurde 5 Kaninchen, welche doppel- 
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Ureterenunterbindung. 
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seitiger Ureterenunterbindung unterworfen waren, isotonische Alkalipuf- 
ferldsung (pH=9,30) in Mengen von 10 ccm pro kg K6rpergewicht intra- 
venos injiziert: Die Versuchsergebnisse sind auf Tab. 6 und Fig. 6 darge- 


Das pH des Blutes nahm direkt nach der Injektion voriibergehend zu, 
aber nach Ablauf von 30 min kehrte es fast zum Vorwert zuriick. 
Unmittelbar nach der Injektion nahm der Hamoglobingehalt im Mittel 
um 8,7 (6,1-11,5) %, der Eiweissgehalt um 8,6 (6,1-12,2) %, der Fibrinogen- 


Verinderungen des Bluteiweisses und dessen k.o.D. nach intravendéser Injektion 
von isotonischer Alkalipufferlésung (pH =9,30) bei Kaninchen mit bds. 
















































































| 3 Hamoglobin | Serumeiweiss 
s | 2 : o if. in °% 
z | Bo Zeit der | Diff.in% Diff. in % 
< Pon | 4 ¢ : . a 
= | cx ¢¥ Blutentnahme g/dl | 4 es 831% |s g| 4 3 
=<.) =a yj 3 oo 
> | Z - a6 a re as & ‘< 
| 
1,600 | Anfangswert 13,94 5,86 | 
1,510 | 50 Std. nach Operation 11,66 6,77 | +15,5 
1 Direkt nach Infusion 10,64 | —16,3 | — 8,7 | 6,16 | — 9,0 
7 30 Min. , ; | 11,08 — 5,0 | 6,42 | —' $2 
60 Min. , ; | 10,80 — 7,4 | 6,19 | — 86 
1,500 | Anfangswert 13,94 5,79 | 
1,450 50 Std. nach Operation 11,08 6,97 | +20,4|; 4 
2 Direkt nach Infusion 9,80 | —20,5 | —11,5 | 6,12 | —12,2 
2 30 Min. , > 10,52 — 5,0 | 6,55 | — 60 
60Min., , 10,52 — 5,0 | 6,55 | — 60 
| 
1,550 | Anfangswert 14,52 | 5,83 
1,410 | 50 Std. nach Operation 12,24 | 7,05 | +20,9 | 
3 Direkt nach Infusion 11,36 | —15,7 | —. 7,2 | 6,62 | — $4 
2 30 Min. , ‘ 11,96 — 2,2 | 6,88 | — 2,4 
60 Min. , . | 11,96 — 2,2 | 6,95 |— 14 
1,500 | Anfangswert 14,24 | 5,90 | 
1,400 | 50 Std. nach Operation 11,96 | —16,0 | 6,90 | +16,9 
4 Direkt nach Infusion 10,80 | | — 9,7 | 6330 | — 87 
r) 30 Min. , “ 11,36 | | — 5,0 | 8,47 | — 6,2 
60 Min. , = 11,32 | | — 5,3 | 6,42 | — 6,9 
1,600 | . Anfangswert 13,94 | | 5,85 
1,540 50 Std. nach Operation 11,36 | —18,5 | 6,95 | +18,8 
I Direkt nach Infusion 10,67 | — 6,1 | 6,47 — 69 
r) 30 Min. , * 10,98 | — 3,3 | 6,73 — 32 
60 Min. , 10,95 | — 3,6 | 6,68 — 39 
Anfangswert 14,12 5,85 
50 Std. nach Operation 11,16 | —17,4 6,93 | +18,5 
Durchschnitt Direkt nach Infusion 10,65 — 8,7 | 6,33 — 8,6 
30 Min. , 11,18 — 4,3 | 6,61 — 46 
60 Min. , . 11,11 — 4,7 | 6,56 —'S9 
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gehalt um 16, 7 (13,0-20,4) % und der k.o.D. um 8,7 (5,2-12,0) % ab. Da 
sich das Eiweiss, wie es an obengenannten Zifferzahlen erkennbar ist, parallel 
mit dem k.o.D. veranderte, blieb der Druck pro % fast unverindert. 

Was weitere Schwankungen dieser Daten anbetrifft, hatten das Hamoglo- 
bin, Eiweiss sowie der Fibrinogen nach 30 min Neigung sich zu erholen 
und nach 60 min nahmen sie wieder mehr oder weniger ab. Der k.o.D. 
erholte sich auch augenfallig und da diese Wiederherstellung bei weitem 
betrachtlicher als die des Eiweisses war, iiberschritt der Druck pro % den 
Vorwert ; diese Zunahme wurde im Mittel zu 3,9 (2,4-5,3) % ermittelt. 
Nach 60 min erfuhr der k.o.D. mehr oder minder leichte Abnahme, aber der 


“Tabelle 6. Fortsetzung. 




















K.o. D. | Druck pro % Fibrinogen | pH des Blutes 
Diff. in % Diff. in % | Difin% | Diff. in % 
R.| tel of le label ahi |edetad| | letsled 
925/92 | 2/428) 92) % | 228) 22 28/23 
zg | a&= a}2|&"| && &5 z 6 | *3 
262 44,7 | 0,24 7,37 
226 | —13,7 33,4 | +25,3 | 0,75 | -+212,5 7,22 | —2,0 | 
204 —10,6 | 33,3 | — 0,3 | 0,64 —14,7 | 7,27 +0,7 
225 — 0,4 | 35,0 + 4,8 | 0,69 — 8,0 | 7,24 +0,3 
210 — 7,0 | 33,9 |: | + 1,6 | 0,67 —10,7 | 7,22 + 0 
267 46,1 0,19 7,37 
234 33,6 | —27,1 0,49 | +154,9 7,21 | —2,2 
206 33,7 + 0,3 | 0,3 —20,4 | 7,26 +0,7 
34,8 + + 0 
+ —0,3 
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Druck pro % blieb noch etwas iiber dem Anfangsniveau. 

Kurz zusammengefasst, erweist sich der Einfluss der Alkalizufuhr auf 
das pH des Blutes bei Kaninchen mit unterbundenen Ureteren geringer als 
bei gesunden Kaninchen und die Wiederherstellung des einmal abgesunkenen 
k.o.D. erfolgt schneller als die des Eiweisses, was mit dem Anstieg des 
Drucks pro % einhergehrt. 


Fig. 6. Prozentuelle Blutverinderungen nach intravendser Injektion 
von isotonischer Alkalipufferlosung (pH=9,30) bei Kaninchen 
mit bds. Ureterenunterbindung (Durchschnitt). 
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Ubersicht der Versuchsergebnisse und Besprechung. 


Obige Daten lassen sich kurz nochmals wie folgt zusammenfassen : 
Wird bei normalen Kaninchen die H-Ionenkonzentration des Blutes durch 
intravendése Injektion von Saure- bzw. Alkalilésung verandert, so kommt die 
Verdiinnung des Blutes etwas geringerals bei der Injektion von physiologi- 
scher Kochsalzlésung gleicher Menge zustande, hingegen nimmt der k.o.D. 
des Blutes bei Sdure- bzw. Alkalizufuhr betrachtlicher ab, also tritt die Ernied- 
rigung des Drucks pro .% starker als beim Kontrollversuch auf. Bei den 
durch doppelseitige Uretrenunterbindung urimisch gewordenen Tieren hat 
der Einfluss der Saéurezufuhr auf das Bluteiweiss und dessen k.o.D. gleiche 
Neigung wie bei normalen Kaninchen, aber er ist doch an Grad offenbar 
erheblicher, wahrend die Alkalizaufuhr auf die Eiweisskérper des Blutes anders 
als bei normalen Kaninchen einwirkt ; hierbei halten die Schwankungen des 
k.o.D. mit denen des Bluteiweisses fast gleichen Schritt, aber die Wieder- 

















256 K. Endo 


herstellung des k.o.D. auf den Vorwert erfolgt schneller als die des Blutei- 
weisses, so dass sich der Druck pro % erhoht. 

Aus den Versuchsergebnissen der eingangs angefiihrten Autoren ist es 
ersichtlich, dass der extravale Austritt der Blutfliissigkeit bei intravendser 
Injektion von Saure- bzw. Alkalilésung gesteigert sei als bei intravendser 
Verabreichung von physiologischer Kochsalzlésung. In vorliegenden Ver- 
suchen an gesunden Kaninchen erfolgt die Abnahme der Hamoglobinkon- 
zentration bei Sdure- bzw. Alkalizufuhr geringer als beim Kontrollversuch ; 
namlich der Verdiinnungsgrad des Blutes bei ersteren ist geringer. Mit an- 
deren Worten, findet der extravasale Austritt der Blutfliissigkeit bei Saure- 
bzw. Alkalizufuhr in hGherem Masse als im Kontrollversuch statt, was man 
daraus verstehen kann, dass bei Azidosis sowie Alkalosis die Permeabilitats- 
steigerung der Gefasswand und die erhéhte Quellbrakeit des Gewebes vor- 
kommen. Da die Schwankungen des Hamoglobin- und Eiweissgehaltes 
stets miteinander Hand in Hand gehen, m@chten die Veranderungen des letz- 
teren auf den ersten Blick fiir eine Folge einfacher Blutverdiinnung gehalten 
werden. Aber, aus den Veranderungen des k.o.D. und Fibrinogens kann 
man mit Recht schliessen, dass es nicht auf einfache Blutverdiinnung beruht ; 
bei Saure- bzw. Alkalizufuhr sinkt der k.o.D. erheblicher als der Eiweiss- 
gehalt, weshalb die Abnahme des Drucks pro % ausgepragt vor sich geht. 
Ausserdem erfolgt die Abnahme des Fibrinogengeha'tes hier auffallend kleiner 
als bei der Infektion von physiologischer Kochsalzlésung. Eben genannte 
Veranderungen weisen darauf hin, dass sich das Bluteiweiss bei Saure- bzw. 
Alkalizufuhr nicht nur quantitativ, sondern auch qualitativ vetandert, wobei 
die Molekularaggregate der Bluteiweissk6rper nach grobdisperser Seite hin 
vetschoben werden. Diese Veranderung diirfte einerseits darauf beruhen, 
dass bei Sdure- bzw. Alkalizufuhr kleine Eiweissteilchen wie Albuminarten 
im Blute durch die Gefasswand mit gesteigerter Permeabilitat hindurch 
reichlich in das Gewebe in der Weise ,,Albuminurie ins Gewebe“ iibertritt, 
anderseits aber auch darauf bezogen werden, dass infolge der Veranderung 
von pH des Blutes grobe Eiweissteilchen vom Eiweissreservoir in die Blut- 
bahn in erheblichem Masse mobilisiert werden. 

Bei Kaninchen, welche doppelseitiger Ureterenunterbindung unterworfen 
sind, macht die Séurezufuhr die mit der Uramie einhergehenden Azidosis an 
Grad noch starker, was die Erniedrigung des Drucks pro % bewirkt, indem 
die Bluteiweisskérper weiter nach grobdisperser Seite hin verschoben werden. 
Im Gegensatz hierzu nahert sich das pH des Blutes nach der Alkalizufuhr zur 
Norm und geht mit der Erhéhung des Drucks pro % einher, was offenbar 
darauf zuriickgefiihrt werden driifte, dass sich der das Bluteiweissbild re- 
gulierende Mechanismus voriibergehend zur Norm erholt und die Zunahme 
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der kleinen Eiweissteilchen im Blute bewirkt. Nach diesen bei uramischen 
Tieren erhobenen Ergebnissen lasst sich also sagen, dass, von kolloid-osmoti- 
schen Standpunkt betrachtet, bei geschadigter Nierenfunktion die Sdure- 
zufuhr schlechten Einfluss auf den Organismus ausiibt, hingegen die Alkali- 
zufuhr gewissermassen giinstig wirkt. 


Schluss. 


1. Bei gesunden Kaninchen lasst die intravendse Injektion von Saure- 
bzw. Alkalilésung die Reaktion des Blutes voriibergehend nach saurer 
bzw. alkalischer Seite hin und zugleich die Bluteiweissk6rper nach grobdis- 
perser Seite hin verschieben. ¥ 

2. Bei durch doppelseitige Ureterenunterbindung urimisch gewordenen 
Kaninchen erweist sich der Einfluss von Saéure- bzw. Alkalizufuhr als fol- 
gendes: Die intravendse Injektion von Sdurelésung verschiebt die Reak- 
tion des Blutes nach saurer Seite hin stérker und langdauernder, wodurch 
hervorgerufene Verschiebung der BluteiweisskGrper nach grobdisperser 
Seite hin an Grad starker ist als bei gesunden Kaninchen. Bei intravendser 
Verabreichung der Alkalilésung nahert sich die Reaktion des Blutes voriiber- 
gehend zur Norm, wobei das Bluteiweiss eine Verschiebung nach feindisperser 
Seite hin erleidet. 

3. Betrachtet man die durch Saure- oder Alkalizufuhr bedingten 
Veranderungen des Bluteiweisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks 
bei gest6rter Nierenfunktion, so kann man schliessen, dass die Saurezufuhr, 
die eine augenfallige Erniedrigung des kolloid-osmotischen Drucks bewirkt, 
schlechten Einfluss auf das Krankheitsbild ausiibt, wogegen die Alkalizufuhr 
vom kolloid-osmotischen Standpunkt beobachtet, giinstig auf dasselbe ein- 
wirkt. 
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Uber die selektive Einwirkung verschiedener Faktoren auf 
die EMK und Respiration der Froschhaut. 
Von 


Naoyosi Endo. 
am fH ® 


(Aus dem II. Institut fiir physiologie der Kaiserlichen Tohoku 
Universitat, Sendai, Vorstand: Prof. K. Motokawa.) 





Einleitung. 


Seit Lund” uns darauf aufmerksam machte, dass die Potentialbildung 
mit der Oxydation in ursachlichem Zusammenhang zu stehen scheint, hat sich 
eine Anzahl von Forschern, wie William u. Sheard”, Taylor’? Francis®, 
Ponder u. Macleod® und Huf® mit der Frage beschaftigt, wie diese beiden 
Vorgange miteinander verbunden sind. Sie konnten feststellen, dass at- 
mungshemmende Bedingungen wie z. B. die Herabsetzung des partiellen 
Druckes des Sauerstoffs, atmungshemmende Gifte usw. auch eine Hemmung 
der EMK bewirken, aber dies spricht nicht ohne weiteres fiir die Lund- 
sche Theorie, dass das Hautpotential ein Oxydo-Reduktionspotential sei. 

Wird die Oxydation, welche die Lebensenergie versorgt, in oben erwahn- 
ter Weise gehemmt, so kénnen alle Funktionen des Organismus mehr oder 
weniger stark beeintrachtigt werden, wobei die Funktion der Potentialbildung 
kaum eine Ausnahme bilden kann. Die Hetabsetzung des Potentials durch 
Hemmung des Oxydationsprozesses weist nur darauf hin, dass das bioelektri- 
sche Potential eine Lebenserscheinung ist, kann jedoch keinen Aufschluss 
tiber den Entstehungsmechanismus des bioelektrischen Potentials geben. 

Aus diesem Grunde fiihrten Motokawa, Narita u. Endo” einige 
Untersuchungen bei ganz intakt bleibender Atmung der Froschhaut aus, 
um die Beziehungen zwischen EMK und Respiration ausfindig zu machen, 
indem sie die Temperatur des Mediums innerhalb der physiologischen Gren- 
zen veranderten. Sie haben bei diesen Untersuchungen festgestellt, dass eine 
lineare Beziehung zwischen der EMK und dem Logarithmus des O,-Ver- 
brauchs besteht, und diese Beziehung theoretisch unter der Annahme erklart, 
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dass der Atmungsprozess ein konstantes Angebot der diffundierbaren Ionen 
schafft, um das Potential aufrecht zu erhalten. Dieselben Autoren® versuchten 
weiter die Bezichungen zwischen EMK und Respiration bei verschiedenen 
pH-Werten des Mediums aufzuklaren, und stellten fest, dass sich die beiden 
auch unter diesen Bedingungen zucinander parallel verindern. 

Diese beiden Untersuchungen scheinen ohne weiteres auf das Vor- 
handensein eines direkten kausalen Zusammenhangs zwischen EMK und 
Respiration hinzuweisen, aber folgendes Ergebnis von Ponder u. Macleod 
scheint sich kaum damit in Einklang bringen zu lassen: Saponin setzt die 
EMK betrachtlich herab, iibt aber keinen Einfluss auf den O,-Verbrauch aus. 

Wie kommen diese wenigstens scheinbar sich widersprechenden Er- 
gebnisse zustande? Mit dieser Frage habe ich mich in vorliegender Arbeit 
in erster Linie beschaftigt. Konkreter ausgedriickt, versuchte ich in dieser 
Arbeit folgende Fragen zu beantworten: 1. ob dieselben quantitativen 
Beziehungen, welche zwischen det EMK und dem O,-Verbrauch nachgewie- 
sen sind, auch unter unphysiologischen Bedingungen wie z. B. hGheren Tem- 
peraturen von 40°—60°C oder unter Einwirkung atmungshemmender KCN- 
Lésungen existieren, 2, ob Saponin auf EMK und O,-Verbrauch in der Tat 
selektiv einwirkt, wie Ponder u. Macleod behaupten, 3. unter welchen 
Bedingungen, seien es physikalische, chemische, oder physiko-chemische, 
EMK und O,-Verbrauch von einander gesondert beeinflusst werden. 


Versuchsmethodik. 


In vorliegender Untersuchung wurde die Haut des japanischen Wasser- 
frosches, Rana nigromaculata, als Versuchsmaterial verwendet. Die EMK 
wurde nach der Kompensationsmethode unter Benutzung eines Spiegel- 
galvanometers (Empfindlichkeit: 10-"A) als Nullinstrument gemessen, 
und der O,-Verbrauch durch die manometrische Methode mittels des 
Barcroft schen Apparates gemessen. Uber Einzelheiten des Verfahrens 
sei auf die Arbeit von Endo*® verwiesen. 

Die Versuchstemperatur war immer 25° C+0,1, und die Zusammenset- 
zung der angewandten Ringerlésung NaCl 0,6%, KC] 0,02% und CaCl,0,02%, 
pH 5,8-6,0 (kolorimetrisch gemessen). Das Potential wurde in mV und 
der O,-Verbrauch in Einheiten von cmm/g (Trockengewicht) pro Stunde 
ausgedrickt. 


Versuchsergebnisse. 


Um die Fehlerbreite der Messungen zu bestimmen, wurde eine Anzahl 
von Leerversuchen ausgefiihrt, indem eine 1 Stunde lang gekochte tote 
Froschhaut als Versuchsmaterial angewendet wurde, und aus diesen Versuchen 
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ergab sich, dass der mittlere Fehler der Manometermessungen nur 
+ 3,34% des O,-Verbrauchs normaler Haut derselben Grésse entsprach. 


A. Einfluss von Silbernitrat-Lésung. 


Nachdem das Potential einen stationaren Zustand erreicht hatte, liessen 
wir eine 20% ige Silbernitratlésung auf die Epithel- oder Serosaflache genau 
1”, 2”, 3”, 5”, 30” und 180” lang einwirken. Dies geschah in folgender 
Weise: Ein Stiick der sorgfaltig abpraparierten Haut wurde an dem Ende 
eines durchlochten Reagenzglases von ca 6,0 cm Lange und von 1,2 cm 
Durchmesser mit Baumwollfaden derart befestigt, dass die Epithel- oder 
Serosaflache nach aussen gerichtet wurde, und der Serosa- oder Epithelflache 
anhaftende Spuren der Ringerlésung wurden mit Fliesspapier sorgfaltig ab- 
gesaugt. Das Praparat wurde darauf in die Silbernitratlésung getaucht und 
nach einer bestimmten Zeit aus der Lésung herausgenommen, um das der 
Haut anhaftende Silbernitrat als Niederschlag von AgCl mit einer grossen 
Menge Ringerlésung zu beseitigen. Sogleich nach der Anwendung des 
Silbernitrates auf die Epithelflache, zeigte sich eine starke Herabsetzung der 
EMK, welche bei der Ringer-Ringer-Ableitung gemessen wurde, und die 
so herabgesetzte EMK blieb lange Zeit unverindert, ohne dass sie Zeichen 
der Erholung oder der weiteren Abnahme zeigte. Dieses Verhalten ist 
umso merkwiirdiger, als sich die EMK nach Einwirkung anderer Loésungen 
wie z.B. KCN, Saponin usw. mit der Zeit verandert, wie unten erlautert 
werden wird. 

Die Hemmungsgrésse der EMK betrug 100% bei einer Einwirkungs- 
dauer des Silbernitrates von 1” und 2”, war aber unter Umstanden noch 
geringer. Bei einer Einwirkungsdauer von 3” (16 Falle), 5” (8 Falle) und 
30” (4 Fille) betrug die Hemmung des Potentials immer 100%, aber der 
O,-Verbrauch blieb bei einer Einwirkungsdauer von 3 und 5” merkwiirdiger- 
weise fast intakt. Er wurde durch Silbernitrat-Einwirkung von 30” bis 


Tabelle I (a). 
Bei der Anwendung der 20% igen Silbernitratlésung 

















auf die Ep:thelflache. 
Einwirkungsdauer | EMK in Proz. derselben O,-Verbrauch in Proz. 
in Sek. | vor d. Anwendung d. Kontrolle 
3 | 0 g 93,0 
5 0 | 99,9 
30 0 41,1 
180 | 0 | 17,1 
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auf 41, 1%(6 Falle), und bei einer Einwirkungsdauer von 180” bis auf 7,3% 
(5 Falle) herabgesetzt (Tab. I (a) ). 


Tabelle I (b). 


Bei der Anwendung der 20% igen Silbernitratlésung 
auf die Serosaflache. 





Einwirkungsdauer EMK in Proz. derselben | O,-Verbrauch in Proz. 




















in Sek. vor d. Anwendung d. Kontrolle 
3 24,2 | 119,0 
5 | 16,3 | 99,8 
30 | 0 | 25,3 
180 | 0 | 16,3 


Bei Anwendung der 20%igen Silbernitratlésung auf die Serosaflache 
fiir 3” und 5”, nahm wie aus Tab. II (b) ersichtlich wird, die EMK in 90 
Minuten bis auf 24,3% resp. 16,3% ab, und bei Anwendung einer Lésung 
gleicher Konzentration fiir 30” und 180” wurde sie sogleich bis auf Null 
herabgesetzt. Der O,-Verbrauch zeigte bei der Anwendung der 20%igen 
Silbernitratlésung fiir 3” eine geringe Zunahme (6 Fille), aber bei 5 Sekunden 
langer Einwirkung keine Verinderung (5 Fille) und wurde bei langerer 
Einwirkung wie 30” und 180” bis auf 25,3% (4 Fille) resp. 16,3% (3 Faille) 
herabgesetzt. 

Es liegt nahe, dass Ag-Ionen bei der Anwendung der 20%igen Silber- 
nitratlésung auf die Epithelflache durch Diffusion an die Epidexmisschichten 
gelangen, wie an Schnittpraiparaten nachgewiesen wurde, und dass sie die 
EMK, welche wahrscheinlich auf die Epidermisseite der Haut beschrankt 
lokalisiert ist, bis auf Null herabsetzen. Im Gegensatz dazu wird der O,- 
Verbrauch durch das Eindringen des Silbernitrates in die Epidermisschichten 
nicht so stark beeinflusst, denn das NaCl im Gewebe hemmt die Diffusion 
des Silbernitrates in die tieferen Schichten der Haut. 

Da die Wirkung der 20% igen Silbernitratlésung wie oben erwahnt, auf 
die angewandte Flache beschrankt ist, kann man schliessen, dass die Potential- 
spriinge an den Epidermisschichten existieren, denn das Potential wird nur 
bei Einwirkung des Silbernitrats auf die Epithelflache stark beeintrachtigt. 
Bei der Anwendung der 20%igen Silbernitratlésung auf die Serosaflache ist 
die Herabsetzung der EMK dagegen nur geringfiigig, denn Ag-Ionen kénnen 
bei einer so kurzen Anwendungsdauer wie beider von 3” oder 5” nicht an die 
Epidermisschichten gelangen, die ja den Sitz der EMK darstellen. 

Die Tatsache, dass der O,-Verbrauch bei derselben Einwirkungsdauer 
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des Agens auf die Epithelflache weniger stark beeintrachtigt wird, als bei 
dessen Anwendung auf die Serosafliche, lasst sich darauf zuriickfiihren, dass 
erstere im allgemeinen gegen alle Substanzen widerstandsfahiger als letztere 
ist. 

Aus diesen Untersuchungen kann man schliessen, dass die selektive 
Wirkung des Agens auf die EMK und den O,-Verbrauch auf dem Lokalisa- 
tionsunterschied—EMK in den Epidermisschichten einerseits und O,-Ver- 
brauch in allen Hautschichten andererseits—beruht. 


B. Einfluss mechanischer Reize. 


Die Froschhaut wurde durch die dorsale und ventrale Mittellinie in 
eine rechte und eine linke Hilfte halbiert, von denen eine Kontrollversuchen 
diente. Um nur die oberflachlichen Schichten der Haut mechanisch zu scha- 
digen, wurde das Hautstiick am Rande fixiert und die Epithel-:oder Serosa- 
flache mit einer Rasierklinge unter einem Neigungswinkel von etwa 45° stark 
gestrichen. Dieser mechanische Eingriff war so wirksam, dass deutliche 
Petechien hervorgerufen wurden, wenn dieselbe Prozedur auf dem Hand- 
riicken des Menschen ausgefiihrt wurde. 

Die EMK wurde beim Abschaben der Epithelflache durch diese Pro- 
zedur sofort bis auf Null herabgesetzt, wie es auch bei den du Bois-Rey- 
mond -schen Untersuchungen (1865) der Fall war. Das Verschwinden der 
EMK ist keine voriibergehende Erscheinung, denn die EMK zeigte kein 
Zeichen der Erholung. Im Gegensatz zu dieser starken Wirkung auf die 
EMK wurde der O,-Verbrauch durch dieselbe Prozedur nur bis auf 76,5% 
(6 Falle) herabgesetzt. Aber das Verhiltnis war beim Abschaben der Se- 
tosaflache ganz umgekehrt ; die EMK betrug bei diesem Fall im Durchsch- 
nitt von 6 Fallen 92,7%. In Anbetracht dessen, dass der Unterschied des 
Potentials zwischen den beiden symmetrischen Hauthilften einige Prozente 
betragen kann, kann man aus diesem Ergebnis schliessen, dass die Schidigung 
der Serosaflache auf die EMK gar keinen Einfluss ausiibt. Im Gegensatz 
dazu wurde der O,-Verbracuh durch diese Prozedur starker beeintrichtigt, 


Tabelle II. 
Einfluss des mechanischen Reizes. 
(Abschaben mit einer Rasierklinge) 





EMK in Proz. derselben | O,-Verbrauch in Proz. 
Abgeschabte Flache vor d. Anwendung *  d. Kontrolle 





Epithelflache 0 76,5 











Serosaflache 100 75,2 
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z.B. betrug nach dem Abschaben der Serosafliche der O,-Vetbrauch 75,2% 
(6 Falle) des Wertes vor dem Eingriff. 


Tabelle III. 
Einfluss der Saponin-Ringerlésung. 











Konzentration des EMK in Proz. derselben | O,-Verbrauch in Proz, 
Saponins in % vor d. Anwendung d. Kontrolle 
0,05 | | 0 | 74,0 
0,5 | 0 69,1 


C. Einfluss des Saponins. 


Bei der Ponder u. Macleod® schen Untersuchung benutzten die 
Verfasser eine kleine Menge Saponin-Lésung (nur 1 ccm), aber die 
Wirkung des Saponins kann bei einer so kleinen Menge durch das Sekret 
aus der Haut und dgl. gemildert werden, so dass EMK und O,-Verbrauch 
an der mit einer 0,05% oder 0,5% Saponin-Ringerlésung von etwa 15~20 
ccm geniigend lang, ndmlich 5 Stunden lang vorbehandelten Haut gemessen 
wurde. 

Die Messung der ersteren wurde dann in der Ringer- und die des letzteren 
in der 0,05% oder 0,5% Saponin-Ringerlésung ausgefihrt. 

Wie in Tab. III ersichtlich, wurde die EMK nach der Anwendung der 
beiden Saponin-Ringerlésungen gleichfalls bis auf Null herabgesetzt, aber 
der O,-Verbrauch betrug in der 0,05% Saponin-Ringerlésung 74,0% und in 
der 0,5% Saponin-Ringerlésung 69,1%. Ponder u. Macleod bemerkten 
zuweilen bei Anwendung der Saponin-Lésung eine geringe Zunahme des 
O,-Verbrauchs, die aber wahrscheinlich auf Messungsfehlern beruht, wie 
Ponder u. Macleod selbst zugaben, denn nach meinen sorgfaltigen Unter- 
suchungen wirkt dieses auf das Protoplasma giftig wirkende Mittel immer auf 
die EMK und den O,-Verbrauch hemmend, aber in von einander verschiedener 
Weise wie unten gezeigt werden wird. Nach Ponder u. Macleod wurde 
die EMK in einer 1%igen Saponin-Lésung um 85% und in einer 2%igen 
Saponin-Lésung um 100% gehemmt. Viel staérker war die Hemmung bei 
meinen Untersuchungen, z.B. wurde die EMK schon in der 0,05% Saponin- 
Ringerlésung um 100% gehemmt, wahrend der O,-Vetbrauch nur um 26% 
herabgesetzt wurde. Dieser Unterschied beruht vielleicht datauf, dass die 
EMK, welche in den Epidermisschichten lokalisiert ist, durchdie Oberflachen- 
aktivitat des Saponins starker beeimflusst wird, als der O,-Verbrauch, an 
welchem alle Hautzellen teilnehmen. 
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D. Einfluss der Temperatur. 


Ein stationarer Zustand det EMK wurde bei der Ringer-Ringet-Ablei- 
tung gewohnlich in 1—4 Stunden erreicht, und die Veranderung der EMK 
blieb dann innerhalb 1 mV in 30—40 Minutens Nachdem die Haut diesen 
Zustand erteicht hatte, wurde sie fiir 30 Minuten in Ringerlésungen von 30°C, 
35°C, 40°C, 43°C, 45°C, 46°C, 50°C und 60°C getaucht, und darauf wurden 
die EMK und derO,-Verbrauch in einem Thermostaten bei 25°C+0,1 gemes- 
sen. Bei det Messung des O,-Vetbrauchs wurde die rechte symmetrische 
Hauthialfte als Kontrolle benutzt, und die linke wurde der erwahnten Tempe- 
ratur fiir 30 Minuten ausgesetzt. Der O,-Verbrauch der geschadigten Haut 
wurde in Prozenten des Kontrollversuches ausgedrtiickt. 


Tabelle IV (a). 
Einfluss der Tetmperatur. 















































Wassertemperatur und | EMK in Pfoz. derselben | O,-Verbtauch in Proz. 
Einwirkungsdauer vor d. Anwendung d. Kontrolle 
30°C 30 | 100,0 105,3 
35°C 3 73,5 90,5 
40°C 30’ 97,5 | 93,5 
43°C 30 45,0 me 
45°C 30’ 17,0 53,0 
46°C 30 0 - 
50°C 30’ | 0 36,6 
55°C 30/ | 0 10,5 
60°C 30’ | 0 | 0 


Tabelle IV (b). 


Einfluss der Einwirkungsdauer. 





Wassertemperatur und 


EMK in Proz. derselben | 





O,-Verbrauch in Proz. 








Einwirkungsdauer vor d. Anwendung d. Kontrolle 
40°C 60’ 100,0 | 91,8 
40°C 120’ | 5,5 ] 81,8 





Wie aus der Tab. IV (a) und Abb. 1 ersichtlich ist, wurde die EMK bei 
einer Einwitkung det Temperatur von 20°C fiir 30 Minuten gar nicht beein- 
flusst (12 Fille). Sie betrug bei der Temperatur von 35°C 73,5% (16 Fille), 
bei 40°C 97,5% (18 Faille), und nahm bei weiterer Temperatutsteigerung bis 
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zu 45°C fast linear ab, um bei 46°C zu verschwinden. Der O,-Verbrauch nahm 
dagegen bei 30°C bis auf 105,3% (5 Faille) zu, blieb bei 40°C unverandert, 
betrug bei 45°C 53,0% (5 Falle) und nahm bei weiterer Steigerung der Tem- 
peratur fast linear ab, um bej 60°C ganz zu verschwinden. Die Respiration 
der Froshchaut blieb also bis zur Anwendung einer so hohen Temperatur 
wie 55°C erhalten, wahrend die EMK schon bei 46°C bis auf Null herabgesetzt 
wurde. 

Die Tatsache, dass die EMK bei der 30 Minuten langen Anwendung von 
Temperauren iiber 40°C bis auf Null herabgesetzt wird, wahrend die Respira- 
tion noch fortgesetzt wird, legt die Annahme nahe, dass der Potentialbildung 
unversehrte Zell- und Gewebestrukturen und Funktionen zugrunde liegen 
miissen, die sich nur bei ausreichender Energieversorgung durch Oxydations- 
prozesse aufrecht erhalten lassen. 

Die Hautatmung wurde bei 30 Minuten langer Anwendung von Tem- 
peraturen von 35°C und 45°C nicht betrichtlich gestért, aber bei gleich langer 
Anwendung einer Temperatur von 45°C sehr stark herabgesetzt. Diese 
Tatsache ist so zu deuten, dass die mit der Respirationin Beziehung stehenden 
wichtigen Fermente zwischen 40°—45°C zerstért werden. Der Anstieg des 
O,-Verbrauchs bei der 30 Minuten langen Anwendung einer Temperatur 


von 30°C beruht darauf, dass diese Temperatur innerhalb der physiologischen | 


Grenzen bleibt, in denen der O,-Verbrauch umso grdésser ist, je hdher die 
Temperatur ist. 


ieck 
Das Dreiec Abb, 1. EMK und O,-Verbrauch der Froschhaut nach der 
NOP in Abb. 1 ent- 30 Minuten langen Einwirkung verschiedener Temperaturen. 


spricht dem von der 
EMK véllig unab- ‘ 
hangigen ,-Ver- 
brauch. Es ist her- 
vorzuheben, dass die 
EMK bei einer Tem- 
peratur von 46°C 
Nullist, wahrend vom 
O,-Verbrauchnoch 46 
% vorhanden sind. 
Dasselbe Verhiltnis “5 
zeigt sich auch bei [~~ o™ 
der Anwendung der 
M/750 KCN-Ringerlésung, worauf ich unten noch zuriickkommen werde. 
Es wurde weiter die Abhangigkeit von der Wirkungsdauer bei ein und 
derselben Temperatur, némliche 40°C untersucht. Das Ergebnis ist in Tab. 
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IV (b) dargestellt. Wie daraus hervorgeht, wurde die EMK durch 60 Minuten 
lange Anwendung dieser Temperatur in 11 Fallen kaum beeinflusst, und 
dabei betrug der O,-Verbrauch 91,8% (6 Falle), und nach 120 Minuten langer 
Anwendung betrug das Potential nur 5,5% (6 Fille), wahrend der O,-Ver- 
brauch 81,8% betrug (5 Faille). 

Aus diesem Ergebnis geht ohne weiteres hervor, dass der O,-Verbrauch 
bei den Anwendung einer Temperatur von 40°C etwas gehemmt wird, aber 
dass solche Hemmung keinen Einfluss auf die EMK hat. Durch die 120 
Minuten lange Einwirkung wurde die EMK sehr stark herabgesetzt, und 
mit dieser starken Abnahme der EMK ging eine geringe Reduktion des O,- 
Verbrauches, namlich eine solche von 20% einher. Diese Tatsache deutet 
darauf hin, dass das, was fiir das Potential massgebend ist, nicht der gesamte 
O,-Verbrauch, sondern ein Bruchteil desselben sein muss. 


E. Einfluss der KCN-Einwirkung. 


Die KCN-Einwirkung auf die EMK ist von Lund™, Huf*™ und be- 
sonders von Narita!™ in ausfihrlicher Weise untersucht worden. In meiner 
Arbeit wurde die KCN-Wirkung auf die EMK und den O,-Verbrauch derart 
untersucht, dass die Haut, welche in einer 0,05%igen oder 0,5%igen KCN- 
Ringerlésung von 15—20 ccm 5 Stunden aufbewahrt worden war, auf die 
EMK hin in Ringerlésung und auf den O,-Verbaruch hin in 0,05% oder 0,5%- 
KCN-Ringerlésung gemessen wurde. 

Wie in Tab. V dargestellt ist, wurde die EMK 30 Minuten nach der 
Anwendung der M /50-KCN-Ringerlésung und 90 Minuten nach der An- 
wendung der M/200-, M/500- und M/750-KCN-Ringerlésungen bis auf Null 
herabgesetzt, darauf hinweisend, dass die EMK mit der Zunahme der KCN- 
Konzentration schneller herabgesetzt wird. Bei der Anwendung der M/50-, 


























Tabelle V. 
Einfluss der KCN-Ringerlésung. 
Konzentrationd. KCN | EMK in = at derselben | O,-Verbrauch in Proz. 
in Ringer vor d. Anwendung d. Kontrolle 
M/50 0 | 42,0 
M/200 | 0 56,7 
M/500 | 0 41,7 
M750 0 43,0 
M/1,000 5,4 71,5 
M/10,000 | 
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Tabelle VI. 
Einfluss der M/1,000 KCN-Ringerlésung auf den O,- 
Verbrauch (cmm/g. Std. Trockengewicht). 





























Kontrolle ei ee % 
1231,93 | 907,98 | 733 
fe 1365,17 967,60 70,9 be 
708,01 465,50 :; 65,6 
41,67 | 472,83 | Pi 1237 see: 
656,96 | 499,62 | _ 
1238,55 | 1007,18 81,3 


M/200-, M/500- und M/750-KCN-Ringerlésung wurde der O,-Verbrauch in 
gleicher Weise um 60% gehemmt und bei der Anwendung der M/1,000- und 
M/10,000-KCN-Ringerlésung etwa um 30% gehemmt (Tab. V1). 

Es ist schon bekannt, dass die EMK dutch hohe Konzentrationen von 
KCN-Lésungen bis auf Null hetabgesetzt wird, aber die Ergebnisse tiber 
den O,-Verbrauch der Froschhaut bei KCN-Witkung sind von Forscher zu 
Forschet von einander seht vetschieden; nach Adolph™ wurde der O,- 
Verbrauch in 0,01M-KCN-Lésung um 50%, aber in 0,002M- und 0,001M- 
KCN-Lésung gar nicht herabgesetzt, und nach Huf®™ wurde det O,-Ver- 
brauch an der Riickenhaut, der mittels des Warburg schen Manomneters 
gemessen wurde, in 0,001M-KCN-Lésung um 45,5% (1 Fall) und in 0,002M- 
KCN-Lésung um 68,8% (3 Falle) gehemmt. Falls det O,-Vetbrauch mittels 
des Winkler schen Apparates gemessen wurde, wurde er in 0,001M-KCN- 
Lésung bis auf 17,5%, herabgesetzt. Diese Uniterschiede scheinen nicht nur 
von dem jahreszeitlichen Zustand des Frosches, sondern von der Art und 
Weise der Anwendung der KCN-LGsungen abhingig zu sein. Auf jeden 
Fall ist sehr merkwiirdig, dass die EMK durch die KCN-Einwirkung bis 
auf Null herabgesetzt wurde, wahrend der O,- Verbrauch nicht véllig 
gehemmt wutde. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Aus den erwahnten Untersuchungen geht hervor, dass sich die EMK 
und der O,-Vetbtauch unter Umstanden nicht immer parallel zueinander 
verindern ; die EMK wird je nach den Bedingungen bis auf Null herabgesetzt, 
wahrend der O,-Verbrauch dabei nicht stark beeinflusst wird, und unter 
Umstanden fallt das Verhaltnis ganz umgekehrt aus. 




















Selektive Wirkung verschiedener Faktoren auf EMK u. Respiration 269 


Das erstere Verhalten zeigte sich, wenn 
i) eine 20% Silbernitrathésung auf die Epithelfliche angewendet wurde, 
ii) die Epithelflache mit der Rasierklinge abgeschabt wurde und 
iii) die Haut mit einer 0,05% Saponin-Ringerlésung behandelt wurde. 

Das letztere Verhalten wutde bemerkt, wenn 

i) die Serosaflache mit der Rasierklinge abgeschabt wurde und auch 
ii) wenn die Haut 60 Minuten lang in Ringerlésung von 40°C getaucht 
wurde. 

Diese Tatsachen k6nnten zu dem Schluss fiihren, dass keine Beziehungen 
zwischen der EMK und dem O,-Verbrauch existieren, aber man kann in 
Anbetracht der folgenden Umstande keineswegs die innigen Beziehungen 
zwischen den beiden negieren. Motokawa hat aus verschiedenen Griinden 
geschlossen, dass Potentialspriinge der Froschhaut in den lebendigen Schich- 
ten auf der Epidermis-Seite der Haut, besonders im Stratum germinativum, 
existieren. Daher scheint es fast selbstverstandlich, dass die EMK sich ver- 
mindert oder ganz und gar verschwindet, wenn die Epidermisschichten durch 
eine 20%ige Silbernitratlésung geatzt werden, oder wenn sie mechanisch 
abgeschabt werden. Aber die Zellen, die Sauerstoff verbrauchen, sind nicht 
nur auf die Epidermisschichten beschrankt, sondern in allen Schichten der 
Haut verteilt, so dass sich der O,-Verbrauch durch die erwahnten Prozeduren 
niemals bis auf Null herabsetzen Misst. Die Tatsache, dass Saponin selektiv 
nur auf die EMK stark hemmend wirkt, ist aus seiner bekannten Oberflachen- 
aktivitat leicht verstandlich. 

Im zweiten Falle, in welchem nur der Og Verbrauch selektiv beeinflusst 
wird, bleibt die Epidermis-Seite der Haut verhiltnismassig intakt, z.B. wenn 
nur die Hypoderm-Flache abgeschabt wird. Durch dieses Verfahren werden 
die Zellen in der Cutis etwas zerstért, so dass der O,-Verbrauch mehr oder 
weniger stark beeintrachtigt wird, wahrend die EMK fast unverandert bleibt. 

Wie aus dem erwahnten hervorgeht, ist die Widerstandskraft dex Hautat- 
mung gegen die KCN-Wirkung und hohe Temperaturen im allgemeinen 
grésser als die des Hautpotentials, was sich aus dem Mechanismus der Po- 
tentialbildung ohne Schweierigkeiten verstehen lasst. Es unterliegt keinem 
Zweifel, dass physiko-chemische Zustiénde des Gewebes, insbesondere die 
Verteilung der Ionen an der Grenzflaiche fiir das Potential massgebend sind, 
und dass die Gtdsse der nach aussen ableitbaren EMK je nach dem Neben- 
schluss im Gewebe verschieden ausfallt, der seinerseits mit der Art und Weise 
der Gewebsstruktur eng zusammenhdngt. Wenn das Gewebe durch die 
Wirkung verschiedener Agentien ufid hoher Tempetaturen aufgelockett 
wird, so kann die EMK infolge vermehrten ,,Shunt‘-Effekts stark reduziert 
werden, ohne dass die Funktion der Atmungsfermente gestért wird. Es ist 











270 N. Endo 


denkbar, dass die Auflockerung des Gewebes auf die Hautatmung vielmehr 
fordernd wirkt, weil der Sauerstoff dabei leichter zu den Atmungsfermenten 
gelangen kann. Um die EMK verschwinden zu lassen, ist es aus dem er- 
wahnten Griinden nicht immer nétig, die Oxydation zumStillstand zu bringen ; 
meine Untersuchungen zeigen in der Tat, dass eine Reduktion der Atmung 
um einige Zehntel des normalen O,-Verbrauchs ausreicht, um die EMK 
bis auf Null herabzusetzen. ' 

Wenn die EMK durch die Wirkung einer bestimmten hohen Temperatur 
und einer KCN-Lésung bestimmter Konzentration eben verschwand, so 
verbrauchte die Haut noch 46% resp. 43% der normalen Sauerstoffmenge. 
Diese Ubereinstimmung ist umso bemerkenswerter, als die beiden Eingriffe 
von einander sehr verschiedener Natur sind. Es liegt nahe, dass der 
»Shunt*-Effekt durch Zustandsverinderungen des Gewebés infolge des 
reduzierten O,-Verbrauchs verstarkt wurde, oder dass die vori'der Oxydation 
direkt oder indirekt abhangige Bildung der am Potential teilnehmenden 
Ionen gestért wurde. Jedenfalls lasst sich das erwahnte voneinander ab- 
weichende Verhalten der EMK und des O,-Verbrauchs unter abnormen Be- 
dingungen auf diese Weise auf Verschiedenheiten der hauptsachlich daran 
teilnehmenden Gewebeschichten einerseits und auf Unterschiede der Ei- 
genschaften beider Erscheinungen andererseits zuriickfiihren, so dass man 
aus Ergebnissen unter unphysiologische Bedingungen nicht ohne weiteres 
den ursachlichen Zusammenhang ausschliessen darf, welcher nach den Un- 
tersuchungen von Motokawa, Narita u. Endo sehr wahrscheinlich zwi- 
schen beiden Erscheinungen besteht. So innig die Beziehungen auch sein 
mégen, so darf man das Hautpotential doch nicht als Oxydo-Reduktions- 
potential betrachten, worauf Beutner u. Lozner™, Beutener!, Stern’® 
und Huf® u.a. schon hingewiesen haben. Wie Francis, und Motokawa, 
Narita u. Endo annahmen, sind der O,-Verbrauch und die EMK vielleicht 
durch die Erhaltung des Kolloidalzustandes und die oxydative Versorgung 
der mit der Potentialbildung in Beziehung stehenden spezifischen lonen 
miteinander verbunden. 


zusammenfassung. 


Um den Zusammenhang zwischen der EMK und der Respiration der 
Froschhaut unter verschiedenen Bedingungen zu erforschen, wurden die 
EMK nach der Kompensationsmethode und der O,-Verbrauch mittels des 
Barcroftschen Manometers parallel zueinander untersucht. 

1) Wird die Epithelflaiche mit einer 20% igen Silbernitratlésung fiir 
kurze Zeit wie 1’—2” veratzt, so wird die EMK betrichtlich oder bis auf 
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Null herabgesetzt, aber der O,-Verbrauch wird durch diese Prozedur kaum 
beeinflusst. Wird dieselbe Lésung auf die Serosaflaiche angewendet, so 
wird die EMK weniger stark beeintrachtigt als der O,-Verbrauch. 

2) Wird die Epithelflache mit der Rasierklinge abgeschabt, so wird 
die EMK sofort bis auf Null herabgesetzt, aber der O,-Verbrauch wird kaum 
beeinflusst, und beim Abschaben der Serosaflache ist das Resultat im grossen 
und ganzen umgekehrt. 

3) 0,05%ige und 0,5%ige Saponin-Ringerlésung wirken auf die EMK 
und den O,-Verbrauch hemmend, aber die Hemmungsgrésse ist bei der EMK 
viel grdsser als beim O,-Verbrauch. Aus diesen Tatsachen geht ohne weiteres 
hervor, dass das Hautpotential an den Epidermisschichten lokalisiert ist. 

4) Wird die Haut fiir 30 Minuten einer so hohen Temperatur wie iiber 
30°C ausgesetzt, so werden die EMK und der O,-Verbrauch herabgesetzt, 
und zwar in verschiedenem Masse: Bei einer 30 Minuten langen Anwendung 
einer Temperatur von:46°C wird die EMK bis auf Null herabgesetzt, wahrend 
noch 46% des O,-Verbrauches bestehen bleiben. 

5) Die M/50-KCN-Ringerlésung kann selbst bei geniigend langer 
Wirkungsdauer wie z.B. iiber 5 Stunden den O,-Verbrauch nicht voéllig hem- 
men. Die M/750-KCN-Ringerlésung kann die EMK auf Null bringen, aber 
den O,-Verbrauch nur um 57% vermindern. 

4) und 5) zeigen, dass ein bestimmter Bruchteil, wie etwa 40% des 
normalen O,-Verbrauchs fiir die Erhaltung des Hautpotentials notwendig 
ist. 

Am Schluss spreche ich Herrn Prof. K. Motokawa fiir seine freundliche 


Leitung und Unterstiitzung bei dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank aus, und 
auch Dr. T. Narita bin ich fiir seine freundliche Mithilfe zu Dank verpflichtet. 
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Introduction. 


of metabolism. 


“Vacat O”’. 
N 


mann’s” table. 





1) H. Miller, Klin. Wschr., 1926 5, 2263. 
2) D. Ackermann, Ibid., 1926, 5, 848. 
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The Relation between Oxidation Quotient of Lactating Mother’s 





Part 1. The Oxidation Quotient of Healthy Adults and Children including Nurslings. 


In 1926, H. Miller” suggested the expressions “‘ vacat O”’ and “‘ oxi- 
dation quotient”, and introduced a new urine method for the investigation 


“*Vacat O”” means the amount of O, or oxygen to be spent for the com- 
plete oxidation of organic compounds in urine. If the oxidative process in 
the body is disturbed by some cause or other, then the urine will contain 
those products which have been the result of partial oxidation, so that the 
“‘vacat O”’ will be a standard for knowing the amount of products excreted 
unoxidized in the urine. And the “oxidation quotient”’ is the ratio 


Miller published the quotient N/O at first, and stated that it was su- 
perior to the quotient N/C in biological significance, referring to Acker- 


In this table it is shown that the quotient N/C of uric acid (C,H,N,O,) 
and of adenin (C,H,N,) are 0.93 and 1.07 respectively, the former being smaller 
thanthe latter. Butinthe purin metabolism, adenin is an intermediate pro- 








S. Yosida 



















274 


duct, while uric acid is the end product, the quotient of which ought thus 
to be smaller than that of adenin. 

If the “‘ oxidation quotient ” is used, uric acid is larger than adenin, which 
is quite natural. Besides, the determination of C in urine is time-consum- 
ing, while that of ‘‘vacat O”’ is more simple, especially with some practice. 
Though the determination of ‘‘ vacat O”” was improved by Miiller® himself 
later, the micro application devised by Kanitz® enabled us to determine 
**vacat O”’ in the case of infants. 


Experimental Method. 
Method used. 


Kanitz’s micro method for “‘ vacatO” was used with a small modi- 
fication. I employed a short necked micro Kjehldah| flask instead of an 
ordinary Kjehldahl flask. The reflex tube was not used. The duration 
of heating was 15—20 minutes instead of half an hour. The amount of 
urine was 1.0 c.c. as in Kanitz’s method; also 80% sulfuric acid was 
used in this modification. 


Reagents required. 


1. Potassium iodate sulfuric acid mixture (oxidation mixture). 

Put 2—3 grms. of KIO, in a 100 c.c. volumetric flask, add 20 c.c. of 
distilled water and then add concentrated sulfuric acid with caution little by 
little. Then part of potassium iodate substance which has remained undis- 
solved yet will be solved by the addition of sulfuric acid and the mixture 
will become clear, but become very hot (caution !). Add more concentrated 
sulfuric acid approximately almost up to the mark and wait till the mixture 
will be cold. Then add sulfuric acid again exactly up to the mark. To 
5.0 c.c. of this mixture add water to dilute and then potassiumiodide. 'There- 
upon red brown colour appears, but no turbidity should occur. Then titrate 
with 0.1 N sodium thiosulfate solution with starch as indicator until the 
colour vanishes. This value is the titration value of Reagent 1. And this 
number (T. see later) is to be substracted from the actual value obtained. 

2. Potassium iodide (Merck). 

3. 0.1 N sodium thiosulfate solution (titrated against 0.1 N potassium 
bichromate solution). 

4. 1% starch solution. 

For the determination of nitrogen the following reagents arte used : 


3) H. Miller, Biochem. Z., 1927, 186, 451; 1929, 213, 116. 
4) H.R. Kanitz, Biochem. Z., 1932, 249, 234. 
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Oxidation Quotient of Lactants’ Urine and A rakawa’s Reaction 


Concentrated sulfuric acid. 
0.1 N sulfuric acid. 
33% sodium hydroxide solution. 
0.02 N sodium hydroxide solution. 
Potassium sulfate (in crystals). 
Copper sulfate solution, 
Methyl red as indicator. 
Reagents for the determination of chloride content ;— 
1. 0.01 N silver nitrate solution (standardized against sodium chlo- 
ride of known normality). 
0.01 N ammonium sulfocyanate solution, 
Ferric ammonium sulfate. 
Concentrated nitric acid, 
Normal potassium permanganate solution. 
Grape sugar powder. 


NAY PONE 


AWAY 





Apparatus used. 


Micro Kjehldah! flask with shortened neck is required. 

The ordinary long-necked Kjehldahl| flask is not fit for the purpose, 
because iodine steam may sublimate and adhere to the internal wall of the 
neck of flask or stream back into the flask and make the contents turbid. 


Technique. 
Put 1.0 c.c. of test urine in a short-necked micro Kjehl dahl] flask and 
add slowly 5.0 c.c. of oxidation mixture (or 3.0 c.c., if specific gravity of 
urine is below 1010). And then put the flask over a flame, holding the 
neck with wooden forceps. Soon wet incineration will follow and iodine 
vapour may be easily driven away. If the Ellenmyer flask be, as Miiller 
described it, left on the metal net over the flame and heated, then it would 
be overheated at one place of it and destroy all the test of KIO, unused, 
making the titration value always be null. After several minutes of heating 
until iodine will begin to cease to evaporate, continue heating further for 
5—10 minutes. Then the contents will become colourless and transparent, 
which shows the complete oxidation. During this heating it is better to 
keep a small funnel sitting in the mouth of the micro Kjehldah| flask, 
because it plays the part of the original reflex tube, and prevents the spray 
of the contents during heating. 
After cooling dilute with 2—3 volumes of water, then the contents will 
become light brown again with iodine. Heat again, shaking slowly it until 
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the colour disappears. Stop heating when the contents have become colour- 
less and transparent, then cool. After the contents have become cold, add 
potassium iodide. Then the iodine will be made free, corresponding to the 
amount of the rest of potassium iodate in the flask. Titrate with 0.1 N 
sodium thiosulfate solution with starch as indicator until the iodine starch 
* colour vanishes. 

Nitrogen is determined by the micro Kjehldah1 method® in another 
portion of the urine, using 0.1 c.c. of samples. In Miiller’s original method 
the nitrogen determination was performed by utilizing 1/3 of the same con- 
tents used for the vacat O determination. But in his new method he pointed 
to the error of this utilization, though he did not explain the reason. 

As to the indicator of the micro Kjehldah1 method for nitrogen, I 
considered methyl red as preferable to congo red and used it in my experi- 
ment. Brecher” who attached importance to the difference of one drop 
from the micro burette in this method, recommended the use of the mixture 
of methyl red and methyl blue. Pincussen® also recommended the use 
of methyl red in his micro method book. 

As to chlorine content in urine I applied the micro method of Rus- 
znyak® using 0.1 c.c. of urine. 


Calculation. 


10.0 c.c. of 0.1 N sodium thiosulfate solution-corresponds to 3.567 

mgrms, of KIQ,. 
KIO,+5KI+3H,SO,=3K,SO,+ 3H,0-+3I, 
2Na,S,0,+1,=2Nal+Na,S,O, 

Potassium iodate makes iodine free, oxidizing the oxidizable substances 
in the acid medium : 

6K1O,+3H,SO,=3K,SO,+3H,+3I, + 150. 

1 mgrm. KIO, corresponds to 0.1869 mgrms. O. 

The determination of chlorin is indispensable, because it reacts with 
potassium iodate, making the thiosulfate titration value too small, as the 
following expression shows :— 

2K10,+ 10NaCl+6H,SO,=K,SO,+5Na,SO,+6H,O-+1,+5Cl, 

1 mgrm. Cl corresponds to 1:207 mgrms. KIO, 

“*Vacat O” =(T—t) x 3.567—Cl x 1.207 0.1869. x 100 mgrms. % 
==(T—t) x 66.67—-Cl x 22.56 mgrms. % 





5) St. Rusznyak, Biochem. Z., 1921, 114, 23. 
6) O.Folinand C. Farmer , J. Biol. Chem,, 1912, 11, 493. 
7) C. Brecher, Wien. klin. Wschr., 1936, 1228. 
8) L,Pincussen, Micro Methodik, 6. ed., 1937 Lpz. u. Wien, 36. 




















Oxidation Quotient of Lactants’ Urine and Arakawa’s Reaction 


i424 ‘ Vacat O 
** Oxidation ‘quotient =—— 
T =the number of c.c. of oxidation mixture (3.0c.c. ot 5.0 c.c.) 
t =the number of c.c. of thiosulfate solution used. 
Cl s=chlorin content in 1.0 c.c. of urine. 
N -=mgrms. % of nitrogen. 
The calculation rather Fig. 1. Titration curve of vacat O, N and CI: 


tedious and _ time-consuming. 
So I devised a convenient table 
to find easily mgrms. % of vacat 
O, N and chlorin content from 
in . titration 


the number of c.c. 


(Cf. Fig. 1). 


Result of Experiment, 


1. Oxidation quotient of healthy 
adults (of whole day urine). 

Prior to the investigation of 
the oxidation quotient of lactat- 
ing women, I examined that of 
healthy non-lactating adults and 
its daily and diurnal variations. 

References No, 1~No. 9 in 
Table 1 are reports on healthy 
adults, but each reference treated 











T=titer of oxidation mixture 

t =the number of cc. of thiosulfate solution used 

Vacat O=mgrms%coresponds to (T-t)—mgrms% 
of cl coresponds to (e-d) x 0.2256 

c=the number of cc. of Ag NO, added 

d=the number of cc. of NH,CH, used 

a=reading of blind test 

b=reading of cc. of NaOH used 


no more than about 10 persons (Cf. Table 1). Recently H. Saito” examined 


TaB.E 1. 
Oxidation quotient of healthy adults according to different authors. 




















“Vacat” | Total 
Authors | Cases} Ogrms. | N grms. Remark 
per day '| per day 
1. H.E. Bittner, 1928 7 10.22 7.57 1.35 
2. K. Ozi, 1933 3 13.281 11.214 1.184 | Inoue’s diet* 
3. Y. Kurota, 1935 9 9.019 6.837 1.324 
4. K. Suzuki, 1935 7 6.65 5.13 1.27 Children (1-14 years) 
5. T. Taksi; 1936 9 21.643 12.821 1.716 
6. K. Namba, 1937 12 10.73 9.67 1.132 
7. H. Saito, 1941 6 1.76 {| 1,34 1.36 Babies (2-6 months) 
8 » 1941 9 7.92 | 4.15 1.91 Children (9 years) 
3, » 1941 18 12.53 7.52 - | 1.73 | Adults (20-30 years) 
10. Author, 1938 12 10.37 | 9.68 1.07 | 














* Osaka Igk. Z, 1930., 29, 1651. 


9) H. Saito, Réd6 Kenkya, 1941, 18, 61. 


} 
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the whole day urine of as many as 100 healthy persons including adults, 
children and infants. His work must have been cautious, energetic and 
time-consuming. Only, I believe that his values are too slightly high, which 
is, I think, due to the data obtained in summer season. 

Of the data shown in Table 2, those of No.1~No.4 were obtained by 
Muller’s®) method, and those of No. 5~No. 10 by Kanitz’s® method. 
Biittner’s results are of course those of foreigners fed on foreign style of - 
meals. But the oxidation quotient of Japanese persons is 1.1~1.3, Takai’s™ 
and S aito’s® data excepted. My own result is similar to those obtained by 
Ozi™ and by Namba.) 


2. Individual difference of oxidation quotient (of whole day urine). 


As is shown in Table 2, the individual difference of oxidation quotient 
is relatively small, the range being 0.89—1.27 and the quotient is 1.07 on an 
average. Vacat O or total nitrogen in whole day urine is subject to a small 
fluctuation and the average for the former is 10.37 grms. and that for the 
latter 9.68 grms. per day. 























TaBLe 2. 
Individual difference of oxidation quotient in healthy adults 
(of whole day urine). 
Month Urine Vacat Total 
Name of ex- —— O grms. | Ngrms. O:N 
periment re Volume | Sp. Gr. | per day | per day 
at. ¢ x 21°C 1835 1.013 10.795 10.465 1.03 
&.I. 6 2 19, 1765 1.015 10.537 10,519 1.00 
IM. 6 ° 18, 1755 1.016 9.986 9.845 1.01 
Gs. 6 ° 18, 1300 1,015 10.681 8.409 1,27 
8.8. 6 . 19, 1100 1.021 9.671 8.072 1.19 
NS. 6 . 18, 3000 1,013 14.250 12.690 1.12 
~~ © ° 18, 1570 1.018 10.990 10.978 1.00 
MS. € . tT » 1625 1.011 8.678 7.166 1.21 
S.H. ¢€ s 15, 930 1.017 8.528 7.012 1.21 
&.T Q 9 16, 940 1.018 7.642 6.900 1.11 
8.G. @ XI 14, 950 1.027 11.372 12.806 0.89 
MK. @ XII 12, 1550 1.019 11.361 11.315 1.00 
Mean (12 cases) = 1.017 | 10.374 | 9.681 | 1.07 

















3. Seasonal variation of oxidation quotient (Cf. Table 3). 


Nurses in this hospital used in this series of experiment were fed on 
the about same diet and working under similar conditions, and so much the 





10) T. Takai, Jédai Shdnika Z., 1936, 1, 599. 
11) K.Ozi, Seishin Shinkei Z., 1933, 36, 469. 
12) K. Namba, Tohoku Igk. Z, 1937, 21, 187. 
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ne better for the purpose, though the urine was not whole day urine. This 
d : : : 

h quotient rose considerably in summer month: Compare 0.87 as the mean 
, for spring months with 1.27 as the mean for summer months. And the 
y oxidation quotient of male adults in July was also high, compared with that 


in October. 


rf - TABLE 3. 


Seasonal variation of oxidation quotient. 

















y 
Vacat O N 
Season Cases Material “ama. %, mgrms. % O:N 
be | April 7 Nurse 531 601 0.87 
t & | May 16 Child 701 745 0.94 
1 | 
] P June 11 | Nurse 1102 862 1.27 
: 5 | July 10 | Male adult 1188 860 1.38 
= | Oct. 10 Male adult 1017 921 1.11 
=] 
2 Nov. 4 Nurse 742 721 1,03 














Table 4 shows a daily variation of oxidation quotient of a healthy 
adult. -The urine used was whole day urine. Daily variation is not subject 
to a large fluctuation. Yet the data of July 2Ath will suggest that the quo- 
tient will rise in a hot day, 


TABLE 4. 


A daily variation of oxidation quotient in some healthy adult. 
S.Y.27y. 6 healthy. 




















Date of Urine Vacat Total 
experi- —- O grms. N gtms. O:N 
ment fe Volume Sp. gr. per day per day 
27. IX 21°C 1835 c.c. 1.013 10.795 10.465 1,03 = 
a 3 20, 1690 1,017 9.278 9.802 0.95 Fl 
» « 20, 1825 1.011 9.362 8.943 1.05 s 
% » 9. 1110 1.018 9.668 10.523 0.92 g 
m..s 20, 1090 1.019 7.347 7.107 1.03 al 
ae 19, 815 1.024 8.362 8.108 1.04 E 
12, » 18, 1400 1.019 8.050 7.364 1.09 
1.027 
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It is easily presumable that metabolism—also the oxidation quotient— 
is subject to variations according to different seasons. As to the monthly 
variation of oxidation quotient I shall report in part 2. 








































































TABLE 5. 
Oxidation quotient of healthy children. 
Specific Vacat O . 
Name gravity mgrms. % | mgrms. % O:N 
1 T.G. 6 1.028 1025 966 1.06 
2 YA. 9 —-—T 833 880 0.95 
3 8.K. 9 1.022 1018 1000 1.02 
4 T.U. 2 1.022 783: 804 0.97 
5 7.0. 9 1.020 833 1190 0.70 
6 TS. 6 1.020 555 633 0.89 
7 YS. 6 1.020 566 757 0.75 
8 MS. @ 1.020 839 923 0.91 
9 HF. @ 1.020 554 633 0.88 
10 MH. @ 1.020 795 650 1.22 
11 T.K. 6 1.020 594 675 0.88 
12 8.7. 1.018 498 639 0.78 
13 TS. 6 1.015 728 546 1.33 
14 8.¥. g 1.013 653 596 1.10 
15 8.8. g 1.013 562 574 0.98 
16 T.K. 9 1.012 379 459 0.83 
Mean | 1.019 701 745 0.94 
TABLE 6. 
Oxidation quotient of healthy infants. 
Name and ] - 
. Specific , VacatO |.. Total N 
Age of infan — : 
pelea og gravity , Feeding mgrms. % mgrms. % O:N 
1 HS. 7m 1.010 333 251 1.33 
2 YM. 5m 1.011 ” 360 224 1.61 
3 MM. 7m 1.009 Ea 327 212 1.54 
4 MH. 5m 1.010 R6 201 189 1.06 
5 ¥.T 8m 1.009 58 470 390 1.21 
6 NS. 5m 1.008 42 243 170 1.43 
7 KK. 9m 1.009 < 180 134 1.34 
@ MY. 5m 1.009 400 260 1.54 
9 AM 4m 1.007 109 65 1.68 
10 YS. 4m 1.006 273 181 1.51 
v 
11 TJ. 2m 1.006 BE Su 195 157 1.24 
12 TS. 7m 1.013 EEE 413 443 0.93 
13 MK. 10m 1014 «=| <* 400 294 1.36 
14 T.S. 8m 1.013 ‘2 480 280 1.71 
15 HI. 4m |_ 1.002 + 43 48 0.90 
16 T.G. 11 m 1.012 | 237 266 0.89 
16-cases | 
Mean 1.009 
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4 4. Otidation quotient of healthy children and infants. 


y Healthy children given in Table 5. were “‘ prize” children selected for 
their health. Urine was a specimen voided at the examination. The mean 
of the oxidation quotients was 0.92%. Infants were apparently healthy babies 
at a ‘* Baby Show ” (Cf. Table 6), and their oxidation quotient was averagely 
‘ 1.31. 

Saito’s result that the quotient was low in the case of nursing infants 
and high in growing children, is contrary to my own. He himself was 


TABLE 7. 
Diurnal variation of oxidation of quotient in healthy male adults. 
























































, Volume | Specific | Vacat O | Total N - 
Time C.Ee | gtavity | mgrms.%|mgrms. % O:N | Remarks 
| 8am. |. 360 | 1.017 844 oe. | 
Case 1 | ee 170 1.019 741 638 | 1.16 
Su | B os 250 1.014 526 464 | 1.13 Before lunch 
nya. | “2pm. | 27% | 1012 | 453 49 | 091 | . 
ON | 4, 275 1.011 402 388 1.04 e i apseas 
_ | 6» | 275 | 1.006 236 214 | 1.10 
| 9» 235 1.022 951 799 1.19 4 
8 a.m. 470 1.016 768 784 0.98 | 
10 , 260 1.010 349 375 0.93 
Case 2 
}.M. 1 p.m. 350 1.008 308 254 1.21 
29 years 
Tr. bs 275 1.013 474 496 0.96 orn 
bs 220 1.018 614 559 1.10 | 
ing tea 
10 , 180 1.022 850 888 0.96 
7 a.m. 320 1.016 634 536 1.18 
% 345 1.014 610 616 0.99 
Case 3 
S.L 4 p.m. 240 1.014 735 714 1.03 
31 years 6 1.010 0 633 87 
O:N=1.02 Cs — fs . r . 
S 185 1.013 682 621 1.10 ‘After dinner 
es 510 1.018 694 698 0.99 
| 6am. | 680 1.013 422 | 507 0.83 
Case 4 
TL | 1. 310 1.020 643 | 650 | 0.99 
ayes) | Spm.) 360 | 1019 | 927 | 784 | 1.18 a oe 
; , t-« 220 1.026 1268 {| 1224 | 1.04 
Tam. 410 | 1022 | 923 | 725 1.27 
Case 5 
S.S. | Be 240 | 1.014 716 648 1.11 
28 years 5pm 300 | 1.015 | 746 670 1.11 


1,024 
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unable to give full explanation to his own result ; he wanted to attribute his 
low figures to the kind of food of babies or to the season of his investigation 
—to the beginning of summer, in which the growth rate of infants is gener- 
ally small. 


5. Diurnal variation of healthy adults (Cf. Table 7. Fig. 2). 


Vacat O and nitrogen show a remarkable diurnal variation for themselves, 
if expressed in mgrms. %, but the relation between them is a close one, so 
that the quotient itself does not show Fic. 2. Binsnsl Qecesstion of ween 
a remarkable fluctuation. O, N and its quotient. 

According to Bittner™, the oxi- _,41 


dation quotient is low in the morning at Fae ec 
urine and high after a main meal. |. 
Spirt'®, who experimented on the 
dogs, stated that the diurnal variation 2 
of the oxidation quotient was insignifi- “* 
cant. 

This series of experiment showed CJ mare 
me that a sample of urine voided at ome °” . 
one time can be seen as a fair repre- yo ow np 
sentative of whole day urine as far as 2 hours.) 
the oxidation quotient is concerned. 


= 
a 














San 0 2 2pm 4 o & 


Conclusions. 


1. The present paper was undertaken as a step to the investigation of 
the relation between oxidation quotient of lactating mothers and the Ara- 
kawa reaction. 

*“Vacat O” and “ oxidation quotient”, a standard for knowing from 
urine the oxidation process or metabolism of organic compounds, were 
studied in the case of healthy adults and children including nurslings. 

' 2. The oxidation quotient of healthy adults in whole day urine is 1.07 
on an average. 

As to the morning urine of children and infants, the oxidation quotient 
is respectively 0.94 and 1.31. 

3. Vacat O and nitrogen in urine, if expressed in mgrms. %, show a 
remarkably daily and diurnal variation for themselves, but the relation be- 





13) H.E. Bittner, Ztschr. f. d. ges. exper. Med., 1928, 59, 192. 
14) J. Spirt, Biochem. Ztschr., 1928, 195, 142. 
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tween them is a close one, so that the quotient itself for the same individual 
is almost constant. 

4. The oxidation quotient shows a fluctuation according to the season 
of the year. In summer its value is considerably high—1.38, the amount 
of vacat O being also large. 





This investigation was carried out by a grant from the Science Research Fund 
of the Education Department. Prof. Akira Sato. 














The Relation between Oxidation Quotient of Lactating 
‘Mother’s Urine and their Arakawa’s Reaction. 


Part. Il. The Oxidation Quotient of Lactating Mother’s Urine and its 
Relation to Arakawa’s Reaction. 


179th Report of the Peroxidase Reaction. 
(126th Human Milk Study.) 


By 
Syditi Yosida. 
fH & —) 


(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
the Tohoku Imperial University, Sendai. 
Director: Prof. A. Sato.) 





Introduction. 


Numerous works concerning Arakawa’s reaction have been published 
from this Laboratory, also publications concerning the relation between the 
urine and this reaction are not necessarily a few in number”. 

But as to the relation between Arakawa’s reaction and “‘ vacat O”’, 
there has bzen no investigation. I thought it very important and made an 
investigation into it; the present paper is the outcome of that investigation. 

**Vacat O”’, as I explained in Part I of this report, means the amount 
of O, or oxygen to be spent for complete oxidation of organic compounds 
in urine. If the oxidation process in the body is disturbed for some cause 
or other, then the urine will contain those extraordinary products which have 





1) S. Takai, Tohoku J. Exp. Med., 1838, 33, 52. 

2) M. Ishii, Ibid., 1938, 33, 567. 

3) T.Suzukiand A. Takamatsu, Ibid., 1935, 25, 588. 

4) R. Orimo, Ibid., 1939, 35, 497. 

5) S. Sato, Ibid., 1940, 37, 392. 

6) H. Umemura, Ibid., 1940, 39, 103 and 227. 

7) K.Shoda, Tohoku J. Exp. Med., 1942, 44, 352; Ibid. 1942, 44, 368 ; Ibid. 1943, 45, 49. 
8) TS. Arakawa, to be published (Cf. 188th Report of the Peroxidase Reaction). 

9) S. Imai, to be published (Cf. 186th, 196th, 204th and 209th Reports of the Peroxidase 
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been the result of partial oxidation, so that the “‘ vacat O”’ will be a standard 


for knowing the amount of products excreted unoxidized in the urine. 


és > 
Te : a . 
And the “‘ oxidation quotient ”’ is the ratio — 


Material and Method. 


For this purpose whole day urine is tequired, but it is not easy to collect 
whole day urine in such cases as utilizedin the present work. In my preceding 
papar’” (Part 1 of the present study, 178th Report of the Peroxidase Reaction), 
I found that daily and diurnal variations of oxidation quotient were relatively 
small, so that a sample of urine voided at one time can be seen as a fair repre- 
sentative of whole day urine, in respect of the ratio O: N or oxidaticn quo- 
tient. All the 200 urine samples were collected in the morning (9-10 a.m.) 
mostly from mothers of out patients of our Department. 

The method used in this study was K anitz’s™ micro method for ‘‘ vacat 
O” with a small modification, which is described in Part 1 of the present 
study.” For the determination of nitrogen and chlorin in urine I applied 
the micro methods of Folin,.Farmer and Rusznyak™ respectively. 


Result of Investigation. 


The investigation was performed on 200 mothers in all. . These cases 
were devided into 3 groups according to the intensity of Arakawa’s reac- 
tion*. 

1. Vacat O, N and its quotient of mothers’ urine according to their Ara- 
kawa’s reaction (Cf. Tables 1~3. Fig. 1): 

At first glace, absolute figures of vacat O and nitrogen in urine seemed 
to show no relation to the inténsity of Atakawa’s teaction and it is only 
remarkable that they were subject to a gteat fluctuation : 

Vacat O } 252—2218:mgrms. % 
Total N * 244—1392'mgrms. % 





10) S. Yosida, Tohoku J. Exp. Med., 1944, 47,273. 

11) H.R-Kanitz, Biochem. Ztschr., 1932, 249, 234, 

12) O.FolinandC. Farmer J. Bial. Chem.,. 1912, 11, 493. 
13) St. Rusznyak, Biochem. Ztschr., 1921, 114, 23. 

* “ Arakawa-positive ”’ may be used in two different senses. One-of these is: Arakawa- 
positive in a biochemical sense. A sample of human milk is said ta have become Arakawa-positive, 
when it became blue on the addition of Arak awa’seagent, Here it means that the sample was not 
negative to Arakawa’s-reaction.- The ether of these two senses is: Arakawa-positive in a clini- 
cal sense. A sample of human milk is clinically Arakawa-positive only when it shows such a reac- 
tion as +++ or +++ in one minute of the addition of Arakawa’s reagent. Another sample of 
human milk may be Arakawa-positive in the first described sense, but yet clinically negative. A 
normal Arakawa-positive milk is of the intensity: (++)1’ (H+)2’ (44+)3’ (4)4’ (H+)’5. A strong 
Arakawa-positive milk is of the stronger intensity. 
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And the mean for the former is 830 mgrms. % and that for the latter is 
712 mgrms, %. 

But in each table of Tables 1—3, if vacat O was large, then nitrogen 
showed large figures generally and vice versa, so that the oxidation quotient 
itself was mostly somewhere near 1. 

Besides, on perusal of absolute figures of vacat O or nitrogen shows a 
definite relation to the intensity of Arakawa’s reaction, especially if cases 
with positive Arakawa’s reaction (=with (++) 1’ or (+++) 1’) and 
cases with strongly negative Arakawa’s reaction with (—) 5’ are compared 
with each other, 829 mgrms. %—the figure of nitrogen in the former are 
decidedly larger than 653 mgrms. % in the latter. Cases with intermediate 






































TABLE 1. 
Strongly Arakawa-positive cases. 
Age of mothers | Arakawa’s reaction 
No. of Month of | and infants Specific Receadhes on a O:N 
cases exp. y=years Right Left gravity | mg ¥ ‘ . 
m=months | vy y| vy ¥ 9 frit: t 
159 1(1937)| 21 y | 10m | 4 4 Ht | HOE HE 16 524 768 0.68 
167 = * 4y|] 6m/H#HHI) HH + 22 975 1222 0.80 
188 .- « 2Zy| sm/HHHIHHH 16 683 869 0.79 
190 —— 32y | imi|HHHIH HH 20 642 922 0.70 
198 - s By | 4m/HHHI HHH 22 623 600 1.04 
200 als 4y}) 6m/H# eH HHH) — 748 870 0.86 
195 “aes — 7m|# HH] HHH] (30 1030 882 1.17 
191 o*% 2 y 8m | + + | H HH - 725 660 1.10 
204 2» » 34y | 2mi/HHH/ HHH 23 791 787 1.01 
230 | VI .» 35 y S5Sm/HHHI] HH +H 30 965 760 1.27 
237 . « By | Wm H+ HHI HHH] «20 824 418 1.97 
238 | VII , 24y 2m/|# # |] HH 20 1146 816 1.40 
253 i 2 y | 3m| Ht | Ht Ht |. «20 1185 650 1.83 
257 . 2y | 8m/H# # |] + HH 26 1083 1167 0.95 
244 » » | 00y | 12m/ H+ HH! HH] OS 1771 | 1894 | 0.94 
213 . * 3ly | m\| HHH! HHH 20 838 0.97 
243 > 2 30 y | 12m/| + HH | HOH OH _ 1825 972 1.88 
279 . . 3ly | 6m|/H# HHI HH MY 23 968 850 1.14 
24 » (1936) Wy | 9m | HHH IHHH! — 569 556 1.02 
28 aes By | sm H# He HAH) — 867 754 1.15 
cele 2y|] 4m/H#HHIHHH — 768 821 0.94 
51 — 39 y | 3m HHH! HHH a 550 462 1.19 
61 ae 42y| lim #HAI HHH] — 536 734 0.73 
285 1(1937)} 30 y | 7Tm| + #4 | HHH] 21 953 726 1.31 
286 we 4y | amiH+#He LHW] OS 1238 902 1.37 
287 = 3y | imi H+ wl HHH 29 865 793 1.09 
044 /xXII , Dy! sm/# HHI LHRH! — 524 616 0.85 
105 Sis % 7y)amiH#HHI HHH 18 596 897 0.67 
Max 
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Cases with intermediate Arakawa’s reaction. 









Age of mother’s) Arakawa’s reaction 





Total | 
































No. of | Month of Specific : 
cases exp. Left gravity oe | .N O:N 
vx 5 ae 
116 | 1(1937)| 34y ae eee 575 | 1.12 
117 g ik 22 y —-~+/-—--—-+ 15 481 0.99 
118 i ae 31y —-—-+/--- 16 510 1.05 
119 s @ 27 y t++Hit+H 17 720 0.68 
124 eg ce 23 y —-—-+|\/--+ 19 869 1.23 
125 gi te 26 y —+H|—-+H+ 14 557 0.85 
144 Bo 26 y -—--—-|/++H 23 1338 1.41 
147 » 25 y tze+ei> ett 20 1098 0.99 
148 @ +» 26 y ——--|-—-++ 16 568 0.70 
127 gi%» By +HH) + HH 14 535 0.74 
165 mB. 28 y —++i/4e2++ 18 509 1.29 
168 » »® wy ——-—-|—-+t+ 21 773 1.49 
169 mgt 2 | way —-—--|/-—-+2+ 19 658 0.97 
171 . 9 4 ey tHpeel ett 24 1267 0.83 
172 oh 32 y —-++/--- 16 608 1.28 
174 gh 23 y ++Hi +H # 18 882 0.74 
175 iar 30 y -—-—--|-—-++ 16 485 1.06 
179 2» 2 y tz++l/+HH 19 819 1.28 
180 2 » 30 y +HHI+?+ + 22 644 0.99 
181 » 2y ++HIi+tH + 19 676 1.29 
184 » » | By +++\/442j] 20 636 1.02 
186 oe 35 y +HHI +H 4H 17 580 1.28 
191 ea 31 y te+et+le ++ 18 436 0.91 
192 ait 27 y +HHI +H # 16 482 1.38 
199 | I , By +HHI+ HH 16 830 0.87 
206 vr, Bly —+t+/t4 H+ 12 350 0.98 
207 tity 37 y tHe l te + H 29 1392 0.89 
209 » » — —+t++/—-+2 18 580 1.04 
210 | VE 4 33 y t+rHi +H # 16 717 0.67 
212 tbe 27 y tHeHle+H # 19 364 0.97 
213 » e 31 y +H | + Ht 20 838 0.97 
214 g iN 26 y —+t+/4+H 21 1020 1.03 
220 ati 31y + H+ | + Ht OH 20 729 0.86 
221 » 23 y +HHi—-++ 20 877 1.30 
223 > 8 21 y Hz+Hi tH # 25 1041 1.05 
218 gy 25 y tzt++/—-+2 20 540 1.52 
226 » 26 y te+t+l tH + 20 632 1.37 
228 » » wy teerHeilt +H 28 765 1.79 
217 o's 20 y +HHi t+ 4+ 14 525 0.67 
232 5 2% 38 y + tH H+) + oH 21 673 1.64 
235 + 23 y —++/-++ 19 403 2.02 
241 |VII , 2ay —-++ 17 426 1.70 
245 tit 21 y —-—-+/—-—+ 19 610 1.19 
246 » » 34 y z+Hil et +H 18 410 1.69 
247 » 2 | By tze+itz tH) @ 838 1.50 
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TABLE 2. (Continued) 








Age of mother’s Arakawa’s reaction | 
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. Vacat O 
Month of } Specific Total 
exp. | Left | gravity a a - N 
= v3 5 | . 
] ° 
| VII(1937)| 32 y aA+rHi et H- 916 582 1.57 
o--s 43 y | Hh Hd ce Het 1789 1173 1.52 
“ice 29 y +HHil>A+ H 1104 994 1.11 
os 21 y +H Hl) +t +H 1611 1106 1.46 
>» 9» 30 y —+#zAtl|-+t+ 542 266 2.04 
s 2s 28 y +H AH H 1133 876 1.29 
>» . 43 y zHiit + + 564 443 1.27 
> 26 y zA+HiI— — te 420 283 1.48 
» ~* 23 y +4 Hi) tH 1251 953 1.31 
2° oe 36 y —waA+) t+ +H 915 621 1,47 
obs 27 y ahi +t HH 2218 1280 1.74 
gt» 23 y pmb ble t+ 1100 524 2.09 
oe 28 y + + tt | + + OH 1690 928 1.80 
gag 27 y + th He] bh ++ th 1560 895 1.74 
ee 27 y + HH tH + 1100 860 1.28 
sit os 27 y —+- +4— + + 1262 1379 0.92 
e Ace 34 y ab+t++j]++ +H 734 452 1,62 
» 35 y + 4h Hi ++ + 1042 651 1.60 
e.%%» 32 y ke +i tk + H 1270 1009 1.26 
>» » A2y + +H +h + ooh 926 751 1.23 
» 2» 27 y +HHIi+t+ + + 959 652 1.47 
ee | Shy zteHi/—+% 1524 808 1.81 
X(1936)| 22 y B+ tl — +t 1239 813 1.52 
ois 24°y + + t+ 990 866 1.05 
» » 36 y —tb+f{/—-—+ + 1075 736 1.46 
» 24y —taj/-tt 673 - 600 1.12 
ese | Oy —+HIi—- +4 805 565 1.43 
ote || Oy + +H He] +o 903 998 0.91 
ote 4 Ske + Hh Hh] + + ott 497 | .334 1.49 
gp it%5 23 y —— t4/-— st . 

» 25-y + tH Hy be + 

o = 1°Eoy —ab elim st 

” ” > ri + + be = + + 

sits 24y +HHI + H+ 

gi-te 20 y +eH) t+ +H 

» » 28 y HHH) +t +H 

at *-. 29 y tb+e+tiyat tt 

oe ite 28 y +++ Hh] + + 

2.» ay kzHHI HHH 

21 y seo Hed eet 

25 y teHi| t+ +H 

25 y +H] tb + H+ 

2ay zerHi---— 

y z+eHi)- mt 
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TABLE 2. (Continued) 
lAge of mother’s} Arakawa’s reaction| 
No. of} Month of | and infants L Specific Vacat OF Total O:N 
cases exp. y=years Right Left gravity o, ™ N ‘ 
m=months v3ayvlvyxrs o qe PS eae 
69 X1(1936)} 28 y | 14m|/—-—-+/—- + + 920 604 1,52 
70 > 30 y 3mj-—t]/+ H+ 1272 917 1,39 
71 » 20 y 2m}/—-—-+/-—+ 475 552 0.86 
43 > 33 y 2m)/—-++/]/--- 674 546 1,23 
58 » * 2y | 16m)—-4++)/-—- ++ 718 683 1.05 
59 o-'™ ay 2mj)/—-tz-+/t H+ 498 546 0.91 
63 221% 23 y 4m}/-—--|/++H4 1266 1042 1,22 
Bis» 1 ay | ttm| ——-—| — —& 522 479 | 1,09 
Zi) 2 2» |My | tml -2+)]-—& 342 418 | 0,82 
75 » » 23 y 3m|/ez +H] — + +H 500 520 0.96 
77 >» 23 y 9m|—-+t+Hit+ H+ 592 548 1.08 
. | 2 23 y 2m)/—-+2+/]/-—+ 556 460 1,21 
80 re 30 y 6m)/—-—-2+/--—-+ 952 1073 0.89 
81 2 » 3By| 3ws —-—-—-|/—-+H4 897 672 1,34- 
83 o-” 24y Smi)/ateael e+ 910 1115 0.81 
84 >» 23 y 5m|/— + +H] + HH 807 647 1.25 
85 otha 34y| 24m\/—-+z+)/2H 4 864 697 1.24 
86 eine 2ay 5mi/+HHi] +H +H 941 956 0.98 
7th ott 4yi}im|—-—-+/}/++H 885 723 1,22 
97 oe" 42 y 9m\/+ HH} +t + + 1015 880 1.15 
98 > » 34y})12m)e+H#|—*— + 868 927 0.94 
99 » 20-y 2mjez+4+},/424++ 468 597 0.78 
100 2» 2y |} 18m)/—zr+}| t+ H 719 624 1,15 
101 > ® 25 y 2m)/—te+)/-2 4+ 549 426 1,29 
107 » 2 2 y 1m —+|)--- 353 358 0.99 
i Maximum | 2218 | 1502 | 2.09 
w—weceks. 
Minimum | 323 | 283 | 0.67 
































Average | 834 | 707 | 1,18 


Arakawa’s reactions show intermediate figures of nitrogen. 


Figures of vacat O-show-a 
slight inclination to more or less 
smaller figures from Arakawa- 
positive cases to Arakawa-nega- 
tive ones, but the inclination is 
not so distinct as in the case of 
nitrogen. ‘That is the reason why 
the oxidation quotient in the 
largest (1.24) in-the case with 
strongly negative Arakawa’s 
reaction and the smallest (1.06) 


Fig: 1. Vacat O, N and its quotient of 
mother’s urine according to different 
_ Atrakawa’s reaction. 
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TABLE: 3. 


Completely Arakawa-negative cases. 












































Age of mother’s} Arakawa’s reaction 

No. of | Month of | and infants |— _ ES ee | ets 
cases exp. y=years Right Left gravity C, — um 
m=months vy vy vy a, /o ; 

162 | 1(1937)| 2y | 16m|— — — eae] 692 649 | 1.07 
Dwi.» | By| tal~-—-|—--—--|] 437 472 | 0.95 
137 —" 30y | 15m|/—-—-—-|/-—--— 13 665 493 | 1.35 
a1... l|@y| 2al—-—-|-—--=| ® 757 605 | 1.25 
183] . » | 6y| 9m) —---j---| 4&6 388 557 | 0.70 
1% | .) » | My | am|---j—-—-] 560 737 | 0.76 
38). »« |By| 6mi---|--—-| £8 453 525 | 0.86 
mi. +. | By! tal—-—-~|—-——] 8 505 529 | 0,96 
1a} od. | Oy | im|—-—-|--—= 16 735 585 | 1.26 
19% | I , — | 10m|/—-—-—-/|/—-—--—-| — 354 339 | 1.04 
21 | v ,. | By| 6m|/—--—--|/—-—-]| & 1300 745 | 1.75 
mai... |\By| 7a|\—---j—-—-/| 5 570 562 | 1.01 
Sere 6 Se ee ee 494 510 | 0.97 
205 |, 2. |4y| 7m|/—-—-—-|---] — 656 717. | 0,92 
28 | » » | By| 6m/—-—--|---| 2 1034 882 | 1.17 
sive’. | Hy \|\aal ow |---| 1525 963 | 1.58 
m5 |. .{|Ry| tm See heer 21 914 | 847 | 1.08 
mi. .«ilBy| taj-—--|—-—--/| 7 514 446 | 1.18 
i. 2 | Syl 8alaiue=|——.| & 377 392 | 0.96. 
239 |VIE . | 42y | 2m]/—— — | nm] 824 686 | 1.20 
m2 |... | Sy!) Sm|-—-—-|-=—--—}] a 905 544 | 1.66 
Se tw — | 3m tothe portion he 22 1704 738 | 2.30 
=i... i Ss!| Sal«~=—~—|--— | & 855 530 | 1.61 
265 oe 26 y 2m}/—-—--j---— 21 1118 942° | 1.18 
200 | X . | Wy! 1m nna (Poa 7 428 307 | 1.39 
281 . 37 y | 1m] — a 690 358-| 1.93 
282 a 2y | 4m{—=-—-/—- — 24 1342 | 1138 | 1.19 
| x(es) Dy | Meteo —- |---| — 847 718 | 1.18 
a+ ~~ Pe | BGtwew alo wae] 566 303 | 1.87 
35 | » » | 3ty| im = — 706 608 | 1.16 
SE Pat be. oe ee sl 732 | 788 | 0.93 
Sle « Bel SETeewclaana] = 754 855 | 0.88 
gi. e | By| 2al—-<——-|—-—--| — 1004 792 | 1.27 
Mis +. Bel S@leaclew an] = 1060 | 1121 | 0.95 
74 | . » | Sy | 18m oe dite 422 331-| 1.28 
78 » » | By | 10m ata badges x o 855 474 | 1.80 
Te ee > et ees ee 990 | 682 | 1.45 
7 ixn . 1 Ss | @ml om @ — | — | | 289 235 | 1.01 
@-t-.--v + e-1-B8e}w ew elon a af | 458 505 | 0.91 
2}, . | 491 Sml—-—- ej -—-—-=|] @ 1094 951 | 1.15 
ae tree) eee eee 1767 | 1293 | 1.36 
103 his By) 4mi/—-—--—-|-—--— _ 1352 1182 | 1.14 
1-1-5 » fy} @mloew wie =} 719 810 | 0.89 
10 | » » |#y) imj---|---| 23 528 | 352 | 1.50 
Maximum 1704 | 1293 | 2.30 

Minimum 289 285 0.70 

Average 787 | 653 | 1.24 
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in the case with positive Arakawa’s reaction (Cf. Fig. 1). 

This reault of my own—oxidation quotient of Arakawa-negative mothers’ 
urine is generally higher than that of Arakawa-positive mothers’ urine—is 
very important and interesting, if the works of Bickel™ and Shimizu ™® 
are taken into consideration, who showed an increase of the ratio C: N in 
B-avitaminotic body. 

They stated that in B-avitaminotic body the excretions of N and C gra- 
dually increased and the ratio C: N became greater and greater. Miura?® 
also observed in human cases that in acute severe beriberi the excretion of 
nitrogen increased unconnected with the amount of urine. On the other 
hand, Sasa” reported that in Kakke patient the amount of N at first decreas- 
ed and then increased with its recovery. 

In 1940, Umemura’™® found that whole day urine voided was generally 
smaller in Arakawa-negative mothers than in Arakawa-positive women. So 
I can presume the amount of nitrogen in the former is poorer than that of the 
latter not only in mgrms. % but in the whole quantity. My actual result 
showed that Arakawa-positive mothers excreted more nitrogen than Araka- 
wa-negative ones. 


2. Seasonal variation of vacat O, N and its quotient according to different 
Arakawa’s reaction. 


The number of cases were too small for the discussion of the monthly 
fluctuation and so I devided all the materials according to two seasons of the 
year, hot and cold. The former included the months from May to Septem- 
ber, the latter from October to April. In this experiment 200 samples were 
collected during 13 successive months. Fig. 2. Curves showing the monthly 

As is shown in Fig. 2, the oxidation variation of oxidation quotient. 
quotient in Arakawa-positive mothers 
urine as well as in Arakawa-negative 
cases is remarkably higher in hot sea- 
son than in cold season. The greatest 
value is seen in July, as for the average 
value, vacat O is larger in hot season, a 
if expressed in mgrms. %, and on the Havwkr:K xX 
other hand nitrogen content also tends month of experiment 


i 
Ss NS 


oxidation quotient 
> 


‘4 





a 


14) A. Bickel, Biochem, Ztschr., 1925, 166, 251. 

15) K. Shimizu, Ibid., 1924, 153, 424. 

16) K. Miura, Erg. inn. Med., 1909, 4, 280. 

17) R. Sasa, Tokyo Igk, Z., 1915, 29, 1551. 

18) H.Umemura, Tohoku J. Exp, Med., 1940, 39, 227. 
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to be greater in summer than in winter, but its increase is not so distinct as 
that of vacat O. 

Thus I found that the increase of oxidation quotient in hot season was 
mostly due to the value of vacat O. 


Now the details of the seasonal variation according to the intensity of ~ 


Arakawa’s reaction will be related in the following :— 
a. Arakawa-positive cases. 


TABLE 4. 
Vacat O, N and its quotient of mother’s urine according to 
the month of the year. 



































Month of Number of | Vacat O Total N O:N 
experiment cases mgrms, % | mgrms. % : 
December 24 793 758 1.05) 
Winter qmensy 22 650 652 0.99 1.02 
ebruary 20 730 721 1.01) 
. March 2 537 585 0.92) 
Spring May 13 731 | 734 1.075 1-5 
June 19 842 688 1.23 
Summer July 29 1153 799 1.4451.34 
September 9 1016 761 33 
October 28 790 671 1.18) 
Autumn November 34 770 693 1its!14 
Total 200 830 712 1.16 
TABLE 5. 


Seasonal variation of vacat O, N and its quotient of mother’s 
urine according to Arakawa’s Reaction. 








season season season season season season season | season 





Arakawa-positive |Arakawa-negative he . Total 
mothers mothers mothers | 
Season Cold* | Hott | Cold | Hot | Cold | Hot | Cold | Hot 


Number of cases 15 13 84 43 31 14 130 | 70 





Vacat Omgrms. %| 751 1040 765 1000 729 94; 755 | 982 
Total N mgrms. % 793 870 748 733 639 679 | 727 747 























O:N 095 | 120 | 103 | 137 | 114 | 1.34 | 1.04 | 1.31 
| 


* Cold season...... October~ April. t Hot season...... May~September. 
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As is shown in Tables 4~5, the maximum of vacat O and nitrogen is 
seen in July and as for the average value, vacat O, nitrogen and its quotient 
are high in hot season than in cold season. In hot season the average figures 
of vacat O, nitrogen and oxidation quotient are respectively 1040, 870 mgrms. 
% and 1.20, in cold season 751, 793 mgrms. % and 0.95. 

b. Arakawa-negative cases. 

Concerning the maximum value, that of vacat O and oxidation quotient 
are seen in July and that of nitrogen in May. As for the average value in hot 
season vacat O is larger than in cold season, but nitrogen content is almost 
similar in both seasons. Therefore, the ratio O:N in also higher in hot 
season than in cold season winter. 

c. Strongly Arakawa-negative cases. 

In these cases the maximum and the minimum of vacat O and nitrogen 
are seen in December. But as for the average value they show also greater 
values in hot season, oxidation quotient being 1.14 in cold season and 1.34 
in hot season. 

As my own results show, vacat O and oxidation quotient are essentially 
higher in hot season than in cold season. As the cause of their increase in 
hot season, we must take the physical and physiological condition, respira- 
tion, perspiration and temperature etc. into consideration. 

Ozi™ reported an interesting results in his experiment on rabbits. 
According to him, ‘‘ the favourable range between the two critical points ’’* 
of metabolismus was 16—28°C and the ratio C: N and vacat O: N showed 
the greatest value in 18—23°C and rather decreased in a temperature above 
23°C or below 18°C. 

According to Takais i, in the case of rabbits the ratio C: N increases 
in an artificial temperature (above 20°C), but does not in natural circumstances, 
for the body adapts itself to the change of temperature. 

At any event my results show, oxidation quotient of urine incteases 
in hot season in cases of mothers and healthy male adults. 


3. The relation between the vacat O and N content in urine and the specific 
gravity. 

According to Kurota®, when the nitrogen content in urine is rich, 
vacat O is also generally rich, but there are no mutual relations among the 





* The Japanese expression he used was, if literally translated, the quiet range of the critical 
points. 
19) K.Ozi, Osaka Igkz., 1934, 33, 383. 
20) S. Takaisi, Ibid., 1936, 35, 1551. 
21) Y. Kurota, Kekkaku, 1935, 13, 393. 
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specific gravity and N, Cl and oxidation _—Fig. 3. Curves showing the relation 
between the specific gravity of urine 








quotient in urine. and the vacat O, N and its quotient. 
As is seen from Fig. 3, when the 
specific gravity is high, nitrogen as well Dina saied 
as vacat O are generally large, if express- i 10001- itt N 
edinmgrms. %. © bool ———, 
~t 
4. Variation of the oxidation quotient 1.2 ool ce 
according to the ages of mothers and babies. ; re : 
10 20 30 


At first we must take the next items 
into consideration that in cases with- 
in the 2nd month after the delivery puerperal influence may still be ex- 
tant, that in the 6—9th month weaning frequently occurs and that especially 
after the 12th month a new pregnancy is possible. 


Specific gravity 


TABLE 6. 
Oxidation quotient of mother’s urine according to the period of lactation. 











Age of infant | Below 2m* | 35m. | 69m. | 10-12 m. | Above 13 m. 
O/N | on | -_ . | 1.22 | 1.17 
Number of cases | 47 | 38 | 41 | 28 | 43 


* m=months. 


With these possibilities in view, we see from Table 6, that oxidation 
quotient does not show any inclination to increase or decrease according 
to the age of mothers and babies. 


Conclusions. 


1. Linvestigated vacat O, nitrogen and its quotient of healthy lactating 
women. As my own results in 200 urine samples show, oxidation quotient 
of Arakawa-negative mothers’ urine is higher than that of Arakawa-positive 
cases, 

—It is very important and interesting, if the works of Bickel are taken 
into consideration, according to whom the ratio C: N increases in B-avita- 
minotic body, 

2. The oxidation quotient of lactating women’s urine is subject to a 
gteat seasonal variation among themselves in Arakawa-positive as well as 
in Arakawa-negative cases. Its value is generally higher in hot season than 
in cold season, 

3. Nitrogen content of Arakawa-positive mother’s urine is larger than 
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that of Arakawa-negative mothers. 
4. Vacat O in Arakawa-positive mother’s urine is also higher than that 
in Arakawa-negative mother’s urine, and in hot season their value will be 


larger than in cold season. 
5. If the specific gravity of urine is high, vacat O and nitrogen are 


also rich, if expressed in mgrms. %. 

6. I observed the oxidation quotient of mother’s urine according to 
the periods of lactation and found no inclination to increase or decrease 
according to the age of mothers. 


This investigation was carried out by a grant from the Science Research Fund 
of the Education Department. Prof. Akira Sato. 











Uber den Einfluss ultraniedriger Temperaturen auf 
vetschiedene biologische Erscheinungen. 


I. Mitteilung. 


Einfluss ultraniedriger Temperatur auf fermentative Wirkungen. 


Von 


Sentaro Kusaka. 
(A F FX B) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. Kato, 
Kaiserliche Tohoku-Universitat zu Sendai.) 


Uber die biologische Wirkung ultraniedriger Temperaturen von nahe 
an -200°C, wie z.B. der Temperatur fliissiger Luft liegen die Mitteilungen 
der Autoren, Brown und Escombe”, MacFadyen”, MacFadyen und 
Rowland”, Belli® u.a. vor, aber bei ihnen handelte es sich meistens um 
die Wirkung ultratiefer Temperaturen auf Pflanzensamen, Sporen, Bakterien 
u. s.w. In den letzten Jahren liess Kusida® die fliissige Luft auf Ricken, 
Bein, Ohr usw. des Kaninchens einwirken und beobachtete dabei auftretende 
Verinderungen des allgemeinen Befindens sowie des Blutbildes. Ferner 
bestimmte er in vitro die Refraktionen, das spezifische Gewicht, die Ober- 
flachenspannung usw. des mit fliissiger Luft behandelten Serums. Klinke® 
bewies, dass nach direktem Einbringen von Geschwulst und Normalgewebe 
in fliissigen Stickstoff (-196°C) oder in fliissigen Wasserstoff (-253°C) noch 
iiberlebende Zellelemente vorhanden waren. Um den Einfluss durch fliissi- 
gen Sauerstoff und Stickstoff erzeugter ultratiefer Kalte auf die Eiweiss- 
kérper des Blutes, des Hirns, der Leber und Niere normaler sowie mit 
Uran vergifterer Kaninchen zu untersuchen, hat Moriguti” an der hiesigen 
Klinik die Verainderungen des Gesamt-N, Rest-N, Albumin-N, Globulin-N 
und des kolloid-osmotischen Drucks (kurz: k.o.D.) bestimmt. Aus den 
Versuchsergebnissen ging hervor, dass die Gewebe normaler sowie mit Uran 
vergifteter Kaninchen keinen wesentlichen Unterschied in ihren Reaktions- 
anderungen zeigten. Beim Serum wurden eine Abnahme des Rest-N, eine 
Zunahme des Albumin-N, eine Abnahme des Globulin-N, folglich eine Ver- 
mehrung des Albumin-Globulin-Quotienten und eine Steigerung des k.o.D. 
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und des Drucks pro 100 mg/dl Eiweiss-N konstatiert. Beim Gewebseiweiss 
wurden ebenfalls eine Abnahme des Rest-N und eine Zunahme des Albumin- 
N wie beim Serum festgestellt, das Globulin aber nahm fast in der Hilfte der 
Falle ab und in der anderen Halfte zu, und zwar wurde der Albumin-Glo- 
bulin-Quotient vermehrt und der k.o.D. und Druck pro 100 mg/d! Eiweiss-N 
gesteigert gefunden. Bei Uranvergiftung war die Abnahme des Rest-N im 
Serum etwas kleiner und die Globulinabhnahme etwas grésser als die Norm ; 
im allgemeinen wurden sowohl beim Serum als auch beim Gewebseiweiss 
grQssere quantitative Schwankungen erkannt. Beim Immunserum wurden 
ferner die Wirkung des Agglutinins und Hamolysins verstirkt, die Vis- 
kositat und Oberflachenspannung des Serums vermindert und die Adsorp- 
tionsfahigkeit gesteigert gefunden. . 

Es sind aber nicht wenige Fragen iiber den biologischen Einfluss ultra- 
niedriger Temperaturen von fliissigen Gasen, die neuerdings vielfach auf 
industriellem Gebiet sowie zu physikalisch-chemischen Untersuchungen 
angewendet werden, noch offen. Die vorliegenden Untersuchungen wurden 
daher unternommen, um einige der betreffenden Fragen zu behantworten. 

Verschiedene chemische Reaktionen im Organismus kénnen eigentlich 
bei Kérpertemperatur des Organismus keine fiir die Erhaltung des Lebens 
genigende Reaktionsgeschwindigkeit haben, dessenungeachtet gehen sie 
rasch vonstatten. Das riihrt von dem Vorhandensein von Substanzen 
katalytischer Wirkung, den Fermenten, her. Die Fermente sind von so 
grosser Wichtigkeit, dass von keiner Lebenserscheinung ohne Beriicksichti- 
gung dieser Katalysatoren geredet werden darf. Um den Einfluss ultra- 
niedriger Temperaturen auf die Lebenserscheinungen zu erforschen, haben 
wir darum zuerst ihre Wirkung auf Fermente untersucht. Als Fermente 
wurden Pepsin, Diastase und Blutkatalase gewahlt. 

Fliissige Luft ist ein Gemisch von fliissigem Sauerstoff und fliissigem 
Stickstoff, und ihre Temperatur schwankt je nach dem Verhaltnisse ihrer 
Mischung zwischen -183°C und -196°C. Um diese Inkonstanz der Tempera- 
tur zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Untersuchung der fliissige 
Sauerstoff oder fliissige Stickstoff* angewendet, dessen Temperatur stets 
bei -183°C bzw. -196°C liegt. 


* Der fliissige Stickstoff und Sauerstoff wurden liebenswirdig von Prof. S. Aoyama am 
Ka4lteforschungsinstitut hiesiger Universitat geliefert, wofiir ich hier meinen aufrichtigen Dank 
ausspreche. 
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Versuchsergebnisse. 
1. Einfluss auf Pepsin. 


Es wurde mit N/100 NCI eine 0,01%ige Pepsin (Merck)-Lésung hergestellt. 
Diese Lésung wurde auf 2 Kélbchen verteilt, deren eines dem Kontrollversuch 
diente. Das andere wurde in eine fliissigen Stickstoff enthaltende, breitmiindige 
Thermosflasche hineingelegt und, wenn der fliissige Stickstoff aufhérte zu sieden, 
noch 10 Minuten lang darin gelassen. Nachdem die Pepsinlésung auf diese Weise 
der ultraniedrigen Temperatur von -196°C hinreichend ausgesetzt worden war, 
wurde sie herausgenommen: und bei Zimmertemperatur stehen gelassen, bis edas 
Material vollkommen geschmolzen war. 10 g Carminfibrin ,,Griibler“, wurden mit 
70 ccm N/100 HCl gequellt. Man versetzte 5 ccm davon mit 1 ccm der oben er- 
wahnten 0,01.%igen Pepsinlésung und filtrierte nach 30 minutigem Stehenlassen bei 
20°C im Wasserbad. Dann wurde das Filtrat teils dem Kontrollverscuh unter- 
zogen, teils mit fliissigem Stickstoff behandelt ; die hierbei auftretenden Farbenténe 
wurden verglichen. 


Bei allen Versuchen wurde konstatiert, dass die auftretenden Farben- 
tone gleich stark waren, dass also die Wirkung von Pepsin durch eine ultra- 
niedrige Temperatur von -196°C keine Anderung erleidet. 


2. Einfluss auf Diastase. ‘ 


»» Luru“-Diastase wurde in destilliertem Wasser im Verhiltnisse 1: 100 gelést. 
Als Stammlésung im Eisschrank aufbewahrt, wurde diese Lésung 10 fach verdiinnt 
zum Versuche gebraucht. Diese 1°/) ige Lésung wurde in zwei Teile geteilt; 
die eine Hialfte diente zur Kontrolle. Die andere Halfte wurde in gleicher Weise 
wie im Pepsin-Versuch mit fliissigem Stickstoff auf -196°C gebracht und dann bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen, bis das Material vollkommen geschmolzen war. 
Nun wurde sie nach der Wohl gemuth schen Methode auf die Weise untersucht, 
dass zuerst ein I. und II. Reagensglas je 1 ccm von 1/9 iger Diastaselésung und 
das II.-X. Reagensglas je 1 ccm destilliertes Wasser bekamen. Nachdem dann der 
Inhalt des II. Reagensglases gemischt worden war, wurde 1 ccm davon in ein III, 
Reagensglas hineingegossen. Nachdem der Inhalt des III. Reagensglases gemischt 
worden war, wurde wiederum 1 ccm davon in ein IV. Reagensglas hineingegossen, 
und dieselbe Manipulation wurde bis zum X. Reagensglas wiederholt, von dessen 
Inhalt man endlich 1 ccm weggoss. Nach Zugabe von je 1ccm von 1°/ iger 
Starkelésung wurde jedes Reagensglas hinreichend geschiittelt und 30 Minuten lang 
bei 38°C im Wasserbad stehen gelassen. Wenn man sie im Eiswasser schnell kiihlte 
und je einen Tropfen N/50 Jodlésung zufiigte, so blieb die Fliissigkeit, welche keine 
Wirkung von Diastase erlitten hatte, blau, wahrend diejenige, welche sich in Ery- 
throdextrin verwandelt hatte, rot gefarbt wurde und diejenige, welche vollkommen 
verdaut worden war, die Stirkereaktion verlor und einen gelben Farbenton an- 
nahm. Als positiv wurden diejenigen bis zur Rotfarbung bezeichnet. 

Weil die Einfliisse ultraniedriger Temperaturen auf Fermente je nach ihrer 
Wirkungsdauer verschieden sein kénnten, liess man die 1°/o) ige Diastaselosung 12 
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Stunden lang, wahrend deren die Kontrolle im Eisschrank aufbewahrt wurde, in 
fliissigem Stickstoff stehen und untersuchte nach derselben Methode die Wirkung der 
Diastase. 

Aus den Versuchsergebnissen ging hervor, dass die ersten 6 Reagens- 
glaser einen positiven Ausfall zeigten, gleichviel ob die Diastase ultraniedriger 
Kalte ausgesetzt war oder nicht und ob die Einwirkung ultraniedriger Kilte 
lang genug dauerte oder nicht. Die Wirkung der Diastase zeigte namlich 
keine Abweichungen von den Resultaten der Kontrollversuche, unabhangig 
davon, dass sie der ultraniedrigen Temperatur von -196°C 10 Minuten lang 
oder 12 Stunden lang ausgesetzt worden war. 


3. Einfluss auf Blutkatalase. 


Normales Kaninchenblut wurde mit destilliertem Wasser 1000 fach 
verdiinnt. In gleicher Weise wie beim Pepsin-Versuch wurde eine Haifte 
davon mit fliissigem Stickstoff 10 Minuten lang auf -196°C gebracht, wahrend 
die andere Hialfte ohne der Ultrakdlte ausgesetzt zu werden, zur Kontrolle 
diente. Die Bestimmung der Katalase erfolgte nach der _Inoue® schen Me- 
thode. 


Man stellte durch Kompensation mit N/10 Oxalsdure eine N/10 Kaliumperman- 
ganatlésung her, welche, als Stammlésung aufbewhart, durch Kompensation genau 
N/10 blieb und vor dem Versuche fiinffach verdiinnt wurde. Andererseits wurde 
eine H,O,-Lésung mit NaOH neutralisiert und die darin enthaltene Menge von 
H,O, mit oben erwahnter Kaliumpermanganatlésung bestimmt; daraus wurde das 
Volumen der H,IO,-Lésung berechnet, das zur Herstellung von 1000 ccm 1°/o9 iger 
H,O,-Lésung nétig war. Zur dem auf diese Weise ausgerechneten Volumen der 
H,O,-Lésung fiigte man 50 ccm M/3 Phosphatgemischlésung, welche durch Misch- 
ung von 2 Volumen M/3 sekundarer Natriumphosphat-Lésung und 1 Volumen M/3 
primarer Natriumphosphat-Lésung erzeugt wurde, und destilliertes Wasser auf 1000 
ccm hinzu, um eine 19/99 ige H,O,-Lésung herzustellen. 

10 ccm dieser 1/99 igen H,O,-Lésung wurden auf 4 Reagensglaser verteilt und 
5-6 Minuten lang bei 38°C im Wasserbad stehen gelassen, bis sie die Temperatur von 
38°C erreichten. Vorher wurde 1000 fach verdiinntes Kaninchenblut erwarmt, bis 
es auch dieselbe Temperatur erreichte. 2 ccm davon bekam das I. Reagensglas, 1 
ccm das II. Reagensglas und 0,5 ccm das III. Reagensglas, wahrend das IV. Reagens- 
glas nichts davon bekam. Dann wurden sie 30 Minuten lang bei 38°C im Wasserbad 
stehen gelassen. Zuletzt fiigte man zu jedem Reagensglas 2 ccm von 20 % iger 
H,SO, hinzu und titrierte mit N/50 Kaliumpermanganatlésung. Die Werte des I. 
Reagensglases wurden unberiicksichtigt gelassen, da bei ihm H,O, fast vollkommen 
zersetzt war. Wenn man in bezug auf N/50 Kaliumpermanganatlésung die Differen- 
zen zwischen der zur Titrierung des IV. Reagensglases gebrauchten Menge und der 
zur Titrierung des II. bzw. III. Reagensglases gebrauchten Menge berechnete, 
so sollte eigentlich die Differenz zwischen der Menge fiir das IV. Reagensglas und 
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der fiir das II. Reagensglas doppelt so viel als Differenz zwischen der Menge fiir 
das IV. Reagensglas und der fiir das III. Reagensglas sein. Weil aber einige Ab- 
weichungen beobachtet wurden, berechnete man das durchschnittliche Volumen der 
doppelten Differenz zwischen der Menge fiir das IV. Reagensglas und der fiir. 
das III. Reagensglas und der Differenz zwischen der Menge fiir das IV. Reagensglas 
und der fiir das II. Reagensglas aus, und dieses Volumen betrachtete man als das 
Volumen von N/50 Kaliumpermanganatlésung, welche auf die Menge von durch 1 
ccm 1000 fach verdiinnten Kaninchenblutes zu zersetzendem H,O, reagieren und 
dadurch entfarbt werden sollte. Indem man dieses Volumen mit dem Koeffizienten 
0,3402 multiplizierte, den die Titrierung von 1 ccm 1000 fach verdiinnten Kanin- 
chenblutes durch N/50 Kaliumpermanganatlésung ergeben hatte, rechnete man 
aus, wieviel g H,O, durch 1 ccm Blut zu zersetzen war. Der auf diese Weise ge- 
wonnene Werte als Katalasenzahl betrachtet. 

















Wie aus der Tabelle er- Tabelle 
sichtlich ist, ergaben die Re- 
sultate, dass die Katalasen- Versuchs-| Hb aah _ 
zahl bei normalem Kanin- Nr. (g/dl) Kontrolle Kalte Zunahme 
chenblut 4,87—7,03 betrug. 1 146 5,26 5,48 + 418 
Diese Werte liegen der Kata- 2 13,7 6,18 6,05 — 2,10 
; 3 14,9 6,02 6,78 +12,62 
lasenzahl normalen Kanin- 4 16.3 5,82 5,82 0 
chenblutes : 2,11—7,89 sehr 5 14,6 6,43 7,05 + 9,64 
nahe, welche Sibuya® an : 3 rr Sos + 0 
hiesiger Klinik nach der- 8 14,7 5,84 5,98 + 2,40 
9 13,7 7,03 7,86 +11,81 
selben Methode gewonnen 10 15,4 6,60 7,33 +11,06 
hatte. Unter 15 Versuchen 11 14,6 6,28 6,12 — 2,55 
zeigten 2 keine Anderung 3 a S48 aes MB yr 
der Katalasenzahl und 2 eine 3 = rs a72 ‘ +H 
Abnahme, und die 11 iib- , P ’ : 








rigen zeigten eine geringe Zunahme der Katalasenzahl. Die Wirkung der 
Katalase des Kaninchenblutes scheint also durch die Einwirkung einer 
ultraniedrigen Temperatur von -196°C nicht abgeschwicht, vielmehr in 
gewissem Grade verstarkt zu werden. 

Es wurde schon langst experimentell festgestellt, dass die Fermente 
durch Chemikalien, mechanisches Schiitteln, Strahlen etc. einen gewissen 
Einfluss erleiden. Auch Sibuya™ teilte mit, dass sich die Blutkatalase 
durch die Einwirkung von Ultra-Schallwellen verminderte. Die Wirkungen 
det Fermente erleiden ebenfalls durch die Temperatur bedeutenden Einfluss. 
Fiir sie gibt es also eine Optimaltemperatur, aber viel Fermentarten erreichen 
schon vor 100°C ihre sog. Tétungstemperatur und werden zerstért. So 
schwach ist die Resistenz der Fermente gegen hohe Temperatur. Gegen 
niedrige Temperaturen ist sie aber, wie in vorliegenden Versuchen festgestellt 
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wurde, sehr stark, und zwar wurde die Wirkung von Pepsin und Diastase 
bei -196°C durchaus unverindert und die der Katalase sogar einigermassen 
verstarkt gefunden. 

Auf welchen Mechanismus diese Wirkungssteigerung der Katalase zu- 
riickzufiihren sei, ist heute schwer zu erklaren, da der Wirkungsmechanismus 
der Fermente selbst noch nicht vollkommen geklart ist. Indessen wird es 
vielleicht nicht undenkbar sein, dass in so komplizierten Molekiilen wie denen 
der Fermente irgendwelche Anderungen bei ultraniedrigen Temperaturen 
wie z.B. -196°C hervorgerufen werden. Darum wire auch die Folgerung 
nicht ganz auszuschliessen, dass unter Einwirkung einer ultratiefen Kalte 
von -196°C in den Molekiilen der Katalase gewisse Anderungen herbeige- 
fiihrt werden, welche auf die fermentative Wirkung der Katalase giinstigen 
Einfluss ausiiben, oder dass aus Eiweisskérpern ohne fermentative Wirkung 
neue Katalase gebildet wird. 

Die Fermente sind einleuchtend Eiweisskérper. Dass die Eiweiss- 
k6rper verschiedene Substanzen adsorptiv binden, wurde auch von Benn- 
hold’ und Ebstein™ festgestellt. Moriguti® stellte an der hiesigen 
Klinik fest, dass die Adsorptionsfahigkeit des Serumeiweisses fiir Farbstoffe 
gesteigert wurde, wenn man eine ultraniedrige Temperatur von -196°C 
auf das Serumeiweiss einwirken liess; ferner fiihrte er die Abnahme des 
Rest-N, die sich bei der Einwirkung derselben Ultrakalte auf die Eiweiss- 
kérper des Blutserums und der verschiedenen Organgewebe einstellte, auf 
die Adsorption durch Eiweisskérper zuriick. Die Katalase ist zusammenge- 
setztes Eiweise, welches durch Bindung von Eiweisskérpern und einer pro- 
sthetischen Gruppe entstanden ist, Wenn es auch nicht klar ist, ob sie 
chemisch oder adsorptiv gebunden sind, wird mit Riicksicht auf die Ver- 
suchsergebnisse von Bennhold™, Ebstein™, Moriguti” u.a. die Fol- 
gerung nicht falsch sein, das sie adsorptiv gebunden sein diirften. Nach 
Sumner und Dounce™ ist die prosthetische Gruppe der Katalase eine 
haminartige Substanz und zwar dem aus Hamoglobin gewonnenen Bluthamin 
sehr nahe verwandt. Darum wird es auch wohl méglich sein, dass aus dem 
Hamoglobin des Kaninchenblutes unter dem Einflusse ultratiefer Kailte 
die prosthetische Gruppe der Katalase erzeugt wird. Wenn in verdiinntem 
Kaninchenblut ausser der Kataalase, die durch adsorptive Bindung von pro- 
sthetischer Gruppe und Eiweisskérpern entstanden ist, noch freie prostheti- 
sche Gruppen und Eiweisskérper vorhanden sind, so ist es denkbar, dass 
Eiweisskérper, deren Adsorptionsfahigkeit durch die Einwirkung ultratiefer 
Kalte gesteigert ist, freie prosthetische Gruppen adsorptiv binden. Beriick- 
sichtigt man die Tatsache, dass die Wirkung des Pepsins, d.h. die des einfachen 
Eiweisses, unverandert blieb und die der Katalase, ndmlich des zusammen- 
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gesetzten Eiweisses, verstarkt wurde, so wiirde die Folgerung am richtigsten 
sein, dass Eiweisskérper, deren Adsorptionsfahigkeit durch die Einwirkung 
ultratiefer Kalte gesteigert ist, freie prosthetische Gruppen adsorbieren 
und dass die Wirkung der Katalase dadurch verstarkt werde. 


Schluss. 


Man liess eine ultratiefe Kalte (-196°C) auf Pepsin, Diastase und Blut- 
katalase des Kaninchens einwirken und bestimmte ihre fermentative Wirkung. 
1. Die fermentative Wirkung von Pepsin und Diastase blieb unver- 


andett. 
2. Die fermentative Wirkung der Blutkatalase des Kaninchens wurde 


einigermassen verstarkt. 
Es wurde versucht, diese Erscheinungen zu erklaren. 
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Uber den Einfluss ultraniedriger Temperaturen auf 
verschiedene biologische Erscheinungen. 


II. Mitteilung. 
Beeinflussung der Glykolyse durch ultraniedrige Temperatutr. 
Von 
Sentaro Kusaka. 
(A F TF XA B) 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Kaiserliche Tohoku-Universitat zu Sendai.) 





Es ist eine als sog. Hamoglykolyse bekannte Erscheinung, dass der 
Blutzucker, wenn man Blut ausserhalb des K6rpers stehen lasst, rasch abnimmt 
und die Milchsdure zunimmt. Wie man glaubt, tritt diese Erscheinung 
nicht durch Zutritt von Bakterien aus der Aussenwelt, sondern durch 
glykolytische Fermente ein. Ich habe in der 1. Mitteilung den Eirfiuss 
ultratiefe Kalte auf die Fermente untersucht und festgestellt, dass durch ultra- 
tiefer Kalte die Wirkung von Diastase und Pepsin nicht beeinflusst wird, 
wahrend die der Katalase, wenn auch in geringstem Masse gesteigert wird. 
Von hohem Interesse istes zu untersuchen, was fiir einen Einfluss ultranied- 
rige Temperaturen auf die Himoglykolyse ausiiben ; da aber hieriiber bisher 
keine Versuche gemacht wurden, wurde die vorliegende Untersuchung an- 
gestellt, 

Versuchsmethode, Das zu untersuchende Blut wurde gesunden 
Kaninchen aus der A. carotis entnommen und in Kolben eingebracht. Um 
die Gerinnung des Blutes zu hemmen, wurden Glasperlchen in die Kolben 
getan und das Blut durch Schiitteln defibriniert. 

Dariiber, ob gerinnungshemmende Substanzen irgendeinen Einfluss auf die 
Hamoglykolyse ausiiben, liegen in der Literatur Angaben einiger Autoren vor: 
Kawamura” teilte mit, dass die Glykolyse durch Kaliumoxalat, Natriumoxalat, 
Natriumfluorid, Bariumchlorid und Calciumchlorid gehemmt wird, wahrend sie 
durch Natriumcitrat keineswegs beeinflusst wird. Aibara*® meinte aber, dass die 
Glykolyse durch Fluornatrium und Kaliumoxalat, selbst in sehr diinnen Lésungen, 
stark und durch Natriumcitrat ein wenig gehemmt wird. Nach Birger® halten 
auch gerinnungshemmende Zusatze die Glykolyse auf. 
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Darum ist hier der Gebrauch irgendeines gerinnungshemmenden Mittels 
umgegangen. Beim Einwirkenlassen ultratiefer Kalte wurde das Blut in 
einen hartglasernen Kolben eingebracht, und dieser wurde in eine fliissigen 
Stickstoff enthaltende, breitmiindige Thermosflasche hineingelegt. Wenn 
der fliissige Stickstoff vollkommen aufgehért hatte zu sieden, wurde der 
Kolben noch 10 Minuten lang in ihm stehen gelassen, damit die ultratiefe 
Kalte von -196°C ausreichend einwirken konnte. Dann wurde der Kolben 
herausgenommen, und das Versuchsmaterial wurde bei Zimmertemperatur 
aufgetaut. Das oben geschilderte Verfahren wurde selbstverstandlich unter 
streng aseptischen Kautelen ausgefiihrt. Die Blutmilchséure wurde nach 
von Inawashiro u. Hayasaka®* in hiesiger Klinik modifizierter Methode 
von Anrep u. Cannan® gemessen, wahrend die Blutzuckerbestimmung 
nach der Methode von Hagedorn u. Jensen® ausgefiihrt wurde. 


1. Beeinflussung des Blutzuckers und der Blut- 
milchsaure durch ultratife Kalte. 


Es wurde zuerst der Blutzucker- und -milchsadurespiegel des de- 
fibtinierten Blutes vor und gleich nach dem Einwirken ultratiefer Kalte 
bestimmt. Hierbei konnte man fast keine Anderung des Blutzucker- und 
Blutmilchsauregehaltes durch Einwirkung ultratiefer Kalte und keine dadurch 
erfolgte Hamolyse konstatiert werden. 


2. Einfluss ultratiefer Kalte aufdie Hamoglykolyse. 


Nach der Bestimmung von Blutzucker- und Blutmilchsdurespiege] wurde de- 
fibriniertes Kaninchenblut auf 2 Kolben verteilt und mit einem Wattepfrof ver- 
schlossen. Der eine wurde zur Kontrolle im Eisschrank aufbewahrt. Der andere 
wurde fliissigem Stickstoff (-196°C) hinreichend ausgesetzt, und dann wurde das 
Versuchsmaterial bei Zimmertemperatur aufgetaut. Je 2.ccm von diesem mit 
ultratiefer Kalte behandelten Blut und dem Kontroll-Blut wurden in je 4 mit Stépseln 
versehene, kleine Messflaschchen eingebracht, deren Inhalt ca. 3 ccm umfasst. Zur 
Vermeidung einer Beriihrung mit Luft wird gewohnlich fliissiges Paraffin iiberschich- 
tet. Da sich dieses aber in Form unzahliger Trépfchen dem Blut beimischt, wenn 
man letzteres bei der Bestimmung durch Schiitteln gleichmdssig mischen will, wurden 
die Flaschchen, nachdem man die Luft in ihnen durch reinen Stickstoff ersetzt hatte, 
zundchst dicht mit Stépseln und dann luftdicht mit Paraffin verschlossen. Diese 
8 Messflaschchen wurden im Wasserbad bei 38°C stehen gelassen. Nach abgelau- 
fenen 1, 3, 8, und 24 Stunden wurden je 2 von ihnen herausgenommen und Blutzucker 
und Blutmilchséure bestimmt. Indem man nach der Bestimmung mit dem iibrig 
gebliebenen Blut Bakterienkulturen auf Fuchsin-Milchzuckeragar nach Endo 
und auf Blutagar anlegte, priifte man, ob das Versuchsmaterial ganz steril war, und 
wenn dieses nicht ganz steril gefunden wurde, wurde das Resultat des entsprechenden 
KAlteversuches unberiicksichtigt gelassen. 
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II 


Blutglykolyse nach der Behandlung mit ultratiefer Kalte. 























































































































; De 5\ 8 Kontrolle Kalteeinwirkung 
s |lssg $| sa ———___—_ —— mens 
5.4 £8 ey <7 | Milchsaure Blutzucker Milchsiure_ 
eZ = B wos En ot aeresy Diff. in| nek = ag f&in| 7 
oe a 3| 3 mg/dl | 9; "| mg/dl | 9; '"| mgidl | 
' | ie 0 
lv | 30,21 99 , 30,21 
1 $ _13,13| 37,93 | +25,55 97 2,02 | 30,86 
| 45,69 | +51,24/ 99 0 | 31,50 
—40,40} 52,71 | +7448; 97 | —2,02| 30,86 
| —60,60| 58,07 | +92,22; 95 -—4,04}| 31,50 
34,71 | 108 | 34,71 
: 39,21 | +1296| 108 0 | 34,07 
—31,48| 46,93 | +35,20/ 110 | +185 35,36 | 
—48,15| 54,00 | +55,57/ 108 0 | 34,71 | 
—60,18| 62,36 | +79,66| 110 | +1,85| 34,07 
28,93 115 28,93 
36,64 | +26,65| 117 | +1,74| 30,21 | 
.78| 44,39 | +53,44| 115 0 29,57 | 
—58,26| 52,07 | +79,99| 119 | +3,48| 30,21 
—74,78| 60,43 |+108,88) 117 | +1,74| 28,93 | 
37,93 88 37,93 | 
| 28,44 42,43 | 411,86 86 | —2,27| 38.87 | 
| | 48,21 | +27,10/ 84 | —4,54| 39,21 
55,29 | +45,77; 86 | —2,27/| 40,50 
59,14 | +5592) 84 | —454| 39,86 
35,36 104 35,36 
41,79 | +18,18} 104 0 34,71 
| —4135| 48:21 | +3634) 102 | —1,92| 34:71 
| —62,50| 56,57 | +59,98) 104 0 35,36 
| —76,92| 66,21 | +87,24) 104 0 35,36 
31,50 120 31,50 
—28,33| 39,86 | +2654] 122 | +1,67| 30,86 
—41,67| 47,57 | +51,01| 124 | 43,33 | 30,86 
—55,00| 56,57 | +79,59| 122 | +1,67| 30,21 
—60,00] 62,36 | +97,97} 124 | +3,33| 30,86 
40,50 3 40,50 | 
48,86 420,64) 93 0 | 41,14 | 
—39,78| 57,21 | +41,26, 95 | +2,15| 40,50 
—63,44| 65,57 | 461,90) 95 | +215) 41,14 
—76,34| 74,57 | +8412; 93 0 41,14 
30,86 | 110 30,86 
35,36 | +14,58|}° 108 | —1,82| 31,50 
—28,18| 41,14 | +33,31]/ 108 | —1,82| 32,79 
—48,18| 48,21 | +56,22| 106 | —3,64| 32,14 
53,36 | +7291} 104 | —5,45| 33,43 
29,57 101 29,57 
—19,80| 37,29 | +26,11/ 102 | +0,99| 28,93 
46,29 | +56,54| 106 | +4,95| 28,93 
—64,36| 55,29 | +8698; 104 | +2,97| 28,29 
64,92 |+119,55} 102 | +0,99| 28,93 
38,57 124 38,57 | 
—12,90' 43,71 | +1333) 122 | —1,61| 37,93 
| 48,86 | +26,68' 124 | 0 36,64 | 
54,64 | +41,66, 120 | —3,22/ 37,29 
60,43 +5668 117  —5,64 36,64 | 
33,81 106 [ 33,81 | 
40,31 +19,22) 106 0 | 33,88 
| 47,45 +40,34| 107 | +094) 34,01 | 
| 55,09 +62,94 106 0 34,07 | 
62,18 +8391 105 | —0,94 34,07 | 
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Da in dem oben erwahnten Versuche festgestellt wurde, dass das Blut 
gleich nach dem Einwirken einer ultratiefen Kalte von -196°C keine Verande- 
rung seines Blutzucker- und Blutmilchsaurespiegels zeigt, wurden die Werte 
von Blutzucker und Blutmilchsaure gleich nach der Defibrinierung als Vor- 
werte bezeichnet. Wie man aus Tab. 1 ersieht, ist die Glykolyse bei dem nicht 
durch ultratiefe Kilte behandelten Kaninchenblut des Kontrollversuches in 
den ersten 3 Stunden am deutlichsten, d. h. man beobachtet eine deutliche 
Abnahme des Blutzuckers und eine deutliche Zunahme der Milchsaure, dann 
werden die Ab- und Zunahme verhiltnismassig langsam, und auch nach 
Ablauf von 24 Stunden ist der Wert des Blutzuckers noch nicht Null. Bei 
durch ultratiefe Kalte behandeltem Blut dagegen kann man in manchen Fallen 
auch eine Abnahme des Blutzuckers und eine Zunahme der Milchsdure 
nachweisen, aber diese Verdnderungen sind ziemlich geringfiigig und die 
Ab- und Zunahme stehen mit dem zeitlichen Ablauf in keiner bestimmten 
Beziehung. Es gibt auch solche Fille, wo der Blutzucker in geringem 
Masse zunimmt und die Milchsaéure abnimmt. Kurz, man kann sagen, dass 
die Hamoglykolyse, wenn Kaninchenblut durch ultratiefe Kilte behandelt 
wird, vollstandig aufhért. 

Wenn man den Mechanismus des vollstaindigen Zessierens der Glykoly- 
se durch ultratiefe Kaltewirkung erforschen will, muss man zuerst die Bezie- 
hungen zwischen Hamolyse und Glykolyse untersuchen, weil das Blut bei 
der Kaltewirkung vollstaindig hamolysiert. Edelmann” fand am mit durch 
Saponin hadmolysierten Blut, dass man nur in den ersten 2-3 Stunden eine 
Hemmung der Glykolyse beobachten konnte und der weitere Verlauf fast 
gleich dem bei nicht hamolysiertem Blut war. Noshi® stellte fest, dass bei 
durch Ather himolysiertem Blut die Glykolyse durch Zusatz von Phosphat- 
gemisch deutlich zustande kam, Era® stellte mit Hiihnerblut Versuche an 
und bestitigte, dass bei normalem Hiihnerblut die Glykolyse aufhérte, wenn 
die Hamolyse eintrat, wahrend bei animischem Hihnerblut die glykolytische 
Erscheinung auch festgestellt werden konnte, wenn es hamolysierte. Wenn 
aber Doyon und -Morel!® mit destilliertem Wasser, Aibara® mit Saponin 
oder destilliertem Wasser und Kawashima™ dadurch, dass er Blut durch 
eine Kaltemischung von Eis und Kochsalz wiederholt frieren und auftauen 
liess, eine vollstandige Hamolyse hervorriefen, beobachteten sie alle Ab- 
brechen des glykolytischen Vorgangs. Beriicksichtigt man die verschiedenen 
Umstinde, so ist es sehr wahrscheinlich, dass die Glykolyse durch die Haimo- 
lyse irgendwie beeinflusst wird. Da aber, wie oben erwahnt, die Mcinungen 
der Autoren dar iiber nicht vollkommen iibereinstimmen, wurden demrichst 
entsprechende Versuche durchgefiihrt und zwar bei der Saponinhamolyse, 
die leicht zu erzeugen ist und bei der Aibara®? Hemmung der Glykolyse 
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feststellte, wahrend Edelmann” sie vermisste. 


3. Glykolyse im mittels Saponins hamolysierten Blute. 


Bei 10 ccm defibriniertem Kaninchenblut wurde eine vollstindige Hamolyse 
durch Zugabe von 2 Tropfen einer sterilen 50 % igen Saponinlésung hervorgerufen: 
Blut ohne Zugabe von Saponin diente zur Kontrolle. Nach dem im vorangehenden 
Abschnitt dargestellten Verfahren wurde eine zeitliche Bestimmung von Blutzucker 
und Milchséure durchgefiihrt und beobachtet, ob die Glykolyse zustande kam, 


Wie Tab. 2 zeigt, ist es eine strikte Tatsache, dass bei der Hamolyse die 
Glykolyse vollstandig zessiert. 
























































Tabelle 2. 
Glykolyse im mittels Saponins hamolysierten Blute. 
€ lus 3% , » Kontrolle Saponinhamolysiertes Blut 
35 a5 as $z Blutzucker .| Milchsaure Blutzucker Milchsaure 
uM Cuys, = ] if. in | if. i if i in 
eae. ae x mg/dl | 7 | mg/dl | va in! mgidl vee in| mgidl we in 
vor 106 33,43 | 106 33,43 
1 1,85 $ 1 88 —16,98|; 42,43 | +26,92 104 —1,89 | 32,79 —1,91 
3 72 —32,07| 48,86 | +46,16 104 —1,89 | 34,07 +1,91 
8 43 | —59,43) 56,57 | +69,22} 106 0 33,43 0 
24 34 | —67,92| 63,00 | +88,45 104 —1,89 | 34,07 +1,91 
vor 88 30,86 88 30,86 
2 1,90 6 1 70 —25,71| 37,29 | +20,77 88 0 31,50 +2,07 
3 52 —40,91| 43,03 | +39,56 90 +2,27 | 31,50 | +2,07 
8 29 —67,04| 57,21 | +85,38 86 —2,27 | 30,86 | 0 
24 12 —86,36! 61,71 | +99,97 90 +2,27 | 31,50 +2,07 
vor 95 41,14 95 41,14 
3 1,756 1 77 —18,95| 46,93 | +14,07 92 —3,16 | 40,50 | —1,55 
3 59 —37,89| 52,71 | +28,12 93 —2,10 | 41,14 | 0 
8 41 —56,84| 57,86 | +40,64 90 —5,26 | 40,50 | —1,55 
24 24 —74,74| 63,64 | +57,69 92 —3,16 | 39,86 | —3,11 
vor 113 '| 27,64 113 | | 27,64 
4 |2,05¢6 1 92 | —18,58' 35,36 |+ 27,93 111 —1,77 | 27,00 | —2,31 
a | 61 —46,02| 43,07 |+ 55,82 113 0 27,00 —2,31 
8 | 39 | —65,49! 51,43 |+ 86,07} 115 | +1,77| 27,64 0 
} 24 | 17 —84,95; 58,07 |+110,09 115 | +1,77| 27,64 0 
vor 100 33,27 | 100 | 33,27 | 
1 82 —18,00; 40,50 421,73 | 99 —1,00 32,95 | —0,96 
Durchschnitt 3 61 —39,00; 46,93 | +41,06, 100 0 | 33,43 | +0,48 
| 8 38 —62,00' 55,76 | +67,60 99 —1,00 | 33,11 | —0, 
| 24 22 | —78,00; 61,60 | +85,15| 100 0 | 33,27 | 0 
Epik rise. 


Léwy™ beobachtete, dass der Zuckerspiegel, wenn man inaktiviertes 
Blutserum im Brutofen bei 37°C stehen lasst, eine geringe Abnahme zeigt, 
auch Stasiak?*) stellte dieselbe Verainderung fest; beide Autoren fihrten 
diese Erscheinung auf eine Bindungsveranderung zwischen Eiweiss und 
Kohlehydrat oder auf eine kolloidale Zustandsanderung im Serum zuriick. 
Diese Veranderungen sind aber sehr gering und diirfen als mit der Glykolyse 
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in keiner Beziehung stehend betrachtet werden. Die eigentliche Glykolyse 
geht nur im Vollblut vor sich und wird nach der bisherigen Meinung der 
Autoren auf eine fermentative Wirkung zuriickgefiihrt. Dariiber aber, auf 
welchem Bestandteil des Vollblutes der glykolytische Vorgang beruht, gibt 
es verschiedene Ansichten. Nisian, Hiruma und Fukusima™ u. a, 
meinen, dass die Glykolyse auch im Serum oder Plasma vor sich geht. 
Doyon und Morel™, Adler, Lipschitz’, Macleod und Wedd!”, 
Kawashima™, Aibara® u.a. verneinen diese Ansicht und behaupten, der 
glykolytische Vorgang sei auf zellige Elemente des Blutes zuriickzufihren. 
Unter den zelligen Elementen, meinen einerseits Azuma? und Tuge™, 
spielen die Erythrozyten eine wichtige Rolle fiir die Glykolyse. Andererseits 
aber bzhaupten Rona und Arnheim), Biirger® u.a., dass nicht nur die 
roten, sondern auch die weissen Blutzellen eine glykolytische Kraft besitzen. 
Nach Aibara® besitzen auch die Leukozyten eine deutliche wahrnehmbare 
glykolytische Kraft, wahrend den Thrombozyten diese nicht zukommt. Aus 
dem Gesagten kann man also schliessen, dass die glykolytischen Fermente 
nicht in den fliissigen Bestandteilen des Blutes, sondern in den Formbestand- 
teilen, insbesondere in den Erythrozyten, welche den gréssten Teil der letzte- 
ren ausmachen, vorhanden sind. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurden bei mit ultratiefer Kalte 
behandelten Blut neben vollstandigem Abbruch der Glykolyse auch das 
Zustandekommen der Hamolyse konstatiert. Wenn man durch ultratiefe 
Kalte vollstandig hamolysiertes Blut zentrifugierten und den Bodensatz 
mikroskopierten, fand man weder Erythrozyten, noch eine Spur von Leuko- 
zyten. Daraus kénnte man schliessen, dass fast alle zelligen Elemente beim 
Auftauen gefrorenen Blutes zerst6rt wurden. Auch bei der Saponinhimolyse 
wurde vollstaindige Hemmung det Glykolyse beobachtet. Darum ist das Zes- 
sieren des glykolytischen Vorgangs durch ultatiefe Kalte héchst wahrschein- 
lich auf die Zerstérung der Formbestandteile des Blutes zuriickzufiihren. 
Da aber unter den Angaben der oben genannten Autoren, welche das Auf- 
héren des glykolytischen Vorgangs der Himolyse zukommen lassen wollen, 
noch keine zuverlassige vorliegt, aus welchem Grunde der Zuckerzerfall 
durch die Hamolyse abgebrochen werde, seien unten dariiber einige Betrach- 
tungen angestellt werden. 

Das glykolytische Ferment ist es, dessen Wesen noch nicht klar ist und 
von dem man nicht weiss, ob es wie die anderen iiblichen Fermente beschaffen 
sei. Es wird auch behauptet, dass der glykolytische Vorgang ein an Zell- 
strukturen gebundener Prozess sei (Lipschitz). In vorliegenden Ver- 
suchen wurde das Zessieren der Glykolyse auch konstatiert, wenn die Zell- 
struktur durch ultratiefe Kalte zerst6rt worden war ; auch bei Saponinhamoly- 
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se wurde dasselbe Ergebnis erzielt. Beriicksichtigt man ferner die Ergebnis- 
se anderer Autoren, die das Verschwinden dieses Prozesses bei verschieden 
hervorgerufenen Hamolysen feststellten, so ist es héchstwahrscheinlich, dass 
der glykolytische Vorgang bei Zerst6rung der Zellen verschwindet. Kawa- 
shima™ hat experimentell festgestellt, dass die Glykolyse nicht eintritt, 
wenn die Blutzellen absterben, obwohl sie nicht zerst6rt worden sind. Man 
kann also eine enge Bezichung zwischen der Glykolyse und dem Leben der 
Zellen feststellen. Was fiir eine Verainderung wird erwartet, wenn die Zellen 
stetben? Solange der Organismus lebt, wird es auch durch starke proteolyti- 
sche Fermente nicht verdaut, wahrend es schnell verdaut wird, sobald er 
abstirbt. Dieser Unterschied zwischen dem Verhalten der lebenden Zellen 
und dem der nicht-lebenden scheint nach Fermi™’, Northrop*? u.a. 
auf eine Zustandsinderung der Eiweissmolekile im Protoplasma zuriick- 
zufiihren zu sein. Wenn man die Glykolyse als einen fermentativen Vorgang 
betrachtet, die mit dem Leben der Zellen in einer engen Beziehung steht, 
so kann man das Verschwinden dieser fermentativen Wirkung auf eine Zu- 
standsanderung der Eiweissmolekiile im Protoplasma des Blutzellen, welche 
durch den Verlust des Lebens hervorgerufen wird, zuriickfiihren. Aus dem 
Obengesagten kann man also nichts anders schliessen, als dass das vollstandige 
Zessieren der Glykolyse durch ultratiefe Kalte auf der durch ultratiefe 
Kalte hervorgerufenen Zustandsdnderung der Eiweissmolekiile im Proto- 
plasma der zelligen Blutbestandteile beruht. 


Schluss. 


1. Wenn man ultratiefe Kilte (fliissigen Stickstoff, Siedepunkt -196°C) 
auf Blut einwirken lasst, so kommt eine vollstandige Hamolyse zustande. 
Dabei verindert sich der Zucker- und Milchsdurespiegel des Blutes nicht. 

2. Im Blut, welches einmal det Einwirkung der ultratiefen Kalte unter- 
zogen worden war, hért der glykolytische Vorgang vollstandig auf. 
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Uber den Einfluss ultraniedriger Temperaturen auf 
vetschiedene biologische Erscheinungen. 


Ill. Mitteilung. 


Beeinflussung der Gewebsatmung durch ultraniedrige Temperatut. 


Von 
Sentaro Kusaka. 
(AF A &) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Kaiserliche Tohoku-Universitat zu Sendai.) 


Die Gewebsatmung vollzieht sich unter Mitwirkung verschiedener 
Faktoren. Trotz zahlreicher bisheriger Untersuchungen gelangte man doch 
noch nicht zu einer vollkommen zureichenden Deutung des Vorganges, 
weil noch ziemlich viele Einzelheiten ungeklart sind. Nur eines geht aus 
den Versuchen vieler Autoren” zweifellos hervor, nimlich dass bei der 
Gewebsatmung die Wirkung der Fermente eine bedeutende Rolle spielen. 

In den vorangehenden Mitteilungen™ wurde der Einfluss ultratiefer 
Kalte auf die Fermentwirkung untersucht-und beobachtet, dass die Wirkung 
der Diastase und des Pepsins duch ultratiefe K4lte nicht beeinflusst wird 
wahrend die der Blutkatalase dadurch ein wenig geférdert wird, und dass 
die Hamoglykolyse infolge Kaltewirkung vollstindig zessiert. Wenn die 
Fermentwirkung ebenfalls fiir die Gewebsatmung eine sehr wichtige Rolle 
spielt, so witd auch letztere wahrscheinlich durch ultratiefe Kalte irgendwie 

zeinflusst werden kénnen. Owada! an der hiesigen* Klinik hat be- 
wiesen, dass die Atmung des Gewebes, welches Ultra-Schaliwellen ausgesetzt 
wurde, stark gehemmt wird. Zieht man den Einfluss ultratiefer Kalte auf 
Fermente und ihre gewaltige physikalische Wirkung in Betracht, so diirfte 
die Frage nach dem Einfluss ultratiefer Kalte auf die Gewebsatmung eine 
interessante sein. Dzssenungeachtet blicb diese Frage hisher noch ganz 
offen, was mich zur vorliegenden Arbeit veranlasste. 


Versuchsmethode. 


Von gesunden Kaninchen, welche morgens in niichternem Zustand durch Ver- 
_ bluten aus der A. carotis getétet wurden, wurden sogleich steril Leber, Milz und 
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Muskel (M. gastrocnemius) herausgeschnitten. Alles Versuchsmaterial wurde in 
zwei Teile geschnitten, und die einen Hilften wurden zur Kontrolle in einer Rin- 
gerlésung aufbewahrt. Die anderen wurden in sterile Gase eingewickelt und eine 
fliissigen Sauerstoff enthaltende, breitmiindige Thermosflasche hineingelegt. Wenn 
der fliissige Sauerstoff aufhérte zu sieden, d. h. die Temperatur des Gewebestiicks 
vollkommen auf den Siedepunkt fliissigen Sauerstoffs (-183°C) herabgesetzt worden 
war, wurden sie noch 1 Minute lang darin gelassen und dann herausgenommen, um 
sie dann in einer Ringerlésung wieder aufzutauen. Diese und die zur Kontrolle 
in Ringerlésung aufbewahrten Gewebestiicke wurden mit einem scharfen Messer in 
ca. 0,3 mm dicke Gewebeschnitte zerschnitten und in Ringerlésung eingelegt. 
Daraus wurden diejenige Gewebeschnitte herausgewahlt, welche méglichst gleich 
gross und von gewiinschter Dicke waren, und ihren Sauerstoffverbrauch nach der 
Warburg? schen Methode 5 Male (nach 15, 30, 45, 60 und 90 Minuten) bestimmt 
und sein Verlauf verfolgt. 


Versuchsergebnisse. 


Auf Tab. 1 ist der Sauerstoffverbrauch (ccm pro mg) nach Ablauf von 
15, 30 45, 60 und 90 Minuten angegeben. An 11 Versuchen normaler 

















Tabelle 1. 

- Versuchskaninchen O,-Verbrauch 
Cites * i he Pe ~ a 
a 3 Ig of 4 v f € 
2 | 2 (Bese ss| 2 | ) 
S| 8 Berihss] s | 15’ 30 45/ ow | 
- O — N & ps 4 - | 

@ | 2,11 | 6,98 | 13,73| Kontrolle | 0,336 | 0,624 | 0,917 | 1,232 | 1,897 

Behandelt | 0,254 0,553 0,837 1,075 1,412 

2 6 | 1,93! 7,25! 14,12! Kontrolle | 0,403 | 0,652 | 1,026 | 1,302 | 1,957 


| 

| 

| | 

| Behandelt | 0,274 | 0,527 0,868 1,101 1,558 


3 $ 2,27 | 7,34 | 14,36, Kontrolle 0,248 | 0,526 | 0,697 | 0,906 1,382 
| Behandelt 0,177 | 0,403 | 0,595 | 0,757 1,012 


4  ¢ | 1,96 | 6,81 | 13,36) Kontrolle | 0,253 | 0,557 | 0,848 | 1,097 | 1,701 
. | | Behandelt | 0,225 | 0,456 | 0,624 | 0,884 | 1,263 


5 f 2,08 | 7,42 | 14,58) Kontrolle 0,347 0,628 0,896 1,203 1,842 





| Behandelt | 0,245 | 0,496 | 0,761 | 0,972 | 1,501 
6 6 | 1,74) 7,31 | 14,18] Kontrolle | 0,274 | 0,566 | 0,804 | 1,126 | 1,752 
| | Behandelt | 0,213 | 0,428 | 0,687 | 0,902 | 1,411 

| | | 
7% | 2,06 6,96 | 13,70) Kontrolle | 0,351 | 0,697 | 0,952 | 1,307 | 1,954 
| Behandelt | 0,253 | 0,548 | 0,799 | 1,002 | 1,351 
8 6 | 1,78 7,37| 14,44! Kontrolle | 0,367 | 0,812 | 1,061 | 1,409 | 2,157 
Behandelt | 0,249 | 0,553 | 0,782 | 1,054 | 1,546 
9 @ | 1,85 7,13 | 14,00| Kontrolle | 0,384 | 0,747 | 1,072 | 1,439 | 2,189 
| | Behandelt | 0,233 0,549 | 0,821 | 1,072 | 1,625 








14,66 | Kontrolle | 0,331 0,710 1,126 1,407 | 2,236 
| Behandelt 0,206 | 0,463 | 0,704 | 0,822 1,197 


13,47) Kontrolle 0,478 | 0,984 | 1,436 | 1,896 | 2,792 
Behandelt | 0,357 | 0,699 | 1,023 | 1,322 | 1,705 


10 g | 1,95 | 7,40 











11 ..) ia 6,86 
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Gewebe ist der Sauerstoffverbrauch ohne Ausnahme beidem Muskelgewebe am 
geringsten, bei der Leber etwas grésser und bei der Milz am gréssten ; ihre 
Werte liegen denjenigen nahe, die Kasugai’® und Owada™ an der hiesigen 
Klinik nach derselben Methode gewonnen haben. Wahrend 90 Minuten 
ist der Sauerstoffverbrauch konstant und lauft geradlinig, wie Fig. 1 zeigt, 
in der die Ergebnisse des Versuchs 1 in Kurven angegeben sind. Bei mit 
ultratiefer Kalte behandelten Geweben aber ist der Sauerstoffverbrauch im 
Vergleich mit dem der Kontrollgewebe deutlich vermindert, und zwar ist 
der Kalteeinfluss desto grésser, je lebhafter die Gewebsatmung bei normalem 
Gewebe ist. Wie man aus Tab. 2 ersieht, in der die 60-Minuten-Werte des 
Sauerstoffverbrauchs pro mg pro Stunde (ccm) angegeben sind, betragt die 
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs gegeniiber dem Kontrollversuch in 
Durchschnittswerten beim Muskelgewebe etwa 23,4%, bei der Leber etwa 
34,6% und bei der Milz etwa 75,1%. Die Milz, deren normales Gewebe 
den gréssten Sauerstoffverbrauch zeigt, zeigt nach der Kaltewirkung einen 
kleineren Sauerstoffverbrauch als normale Leber, ja es gibt sogar solche 


Tabelle 1. Fortsetzung. 





(cmm pro mg) 





Leber Milz 





hd 30’ 45’ 6” | 90 15’ 30’ 45’ 
| 
0,594 | 1,359 1,884 2,606 3,891 0,965 2,011 2,753 , 3,804 5,721 
0,453 | 0,957 1,416 1,794 2,368 | 0,322 0,637 0,918 1,037 1,429 
0,705 | 1,312 2,276 2,813 4,218 1,117 1,948 3,147 4,102 6,096 
0,454 | 0,946 1,312 1,842 2,594 | 0,254 0,510 0,775 0,958 1,363 
0,591 1,098 1,852 | 2,395 3,564 | 0,764 1,407 2,153 2,914 4,295 
0,423 | 0,915 1,427 1,826 | 2,589 | 0,251 0,513 0,754 0,978 1,376 


0,583 1,267 1,813 2,496 3,748 0,924 2,256 3,285 4,501 6,493 
| 








0,456 0,943 1,512 1,987 2,755 0,216 0,523 | 0,718 0,898 1,273 
0,778 | 1,625 2,512 3,314 4,912 | 1,032 1,927 3,045 3,926 5,801 
0,487 | 1,004 1,426 1,961 2,853 | 0,284 0,598 0,878 1,109 1,517 


0,823 | 1,534 | 2,457 | 3,424 | 5,105 | 1,052 | 2,016 | 3,068 4,212 | 6,047 
0,452 | 0,979 | 1,324 | 1,832 | 2,912 | 0,257 | 0,593 | 0,857 1,217 | 2,032. 
0,625 | 1,278 | 1,852 | 2,553 | 3,846 | 1,104 | 2,271 3,308 | 4,211 | 5,743 
0,446 | 0,947 | 1,405 | 1,765 | 2,398 | 0,246 | 0,534 | 0,796 0,967 1,229 
0,712 | 1,524 | 2,215 | 3,023 | 4,517 | 1,076 | 2,164 | 3,132 4,316 6,269 
0,497 0,953 | 1,518 | 1,986 | 2,818 | 0,213 0,475 0,681 0,957 1,554 
0,774 | 1,551 | 2,225 | 3,015 | 4,487 | 1,036 | 2,183 | 3,209 4,313 6,447 
0,459 | 0,946 | 1,362 | 1,916 | 2,762 | 0,248 | 0,515 | 0,697 0,958 1,464 
0,662 | 1,273 | 1,924 | 2,627 | 3,866 | 1,078 | 2,313 | 3,275 | 4,603 6,436 
0,406 | 0,920 | 1,251 | 1,746 | 2,616 | 0,296 | 0,553 | 0,781 0,987 1,506 
0,779 | 1,501 | 2,397 | 3,143 | 4,475 | 1,197 | 2,568 | 3,943 5,090 6,712 
1,896 2,368 1,398 
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Tabelle 2. 

Versuchskaninchen O,-Verbrauch (cmm pro mg pro Std.) 
3 ae Muskel Leber | Milz 
2 | Korper- |.= 5) G = - ~ wr ne 
| gewicht |S 85) Bi] = | @ sisi 3 ae }a|% 
3 SeSli - s | = re] ° vg c iS) es) ¢ 
2) (kg)u. [BSS] | 2 | § _ = = = a | § - 
> |Geschlecht |G FS] F 5 | | & 5 = & 5 | s/f 
- Ss “|e | aAai{e@i|a}]oao}“e| aja 
11233 6,98 | 13,73} 1,232} 1,075| —12,7 | 2,606} 1,794| —31,1 | 3,804) 1,037} —72,7 
2/1,93 6 7,25 | 14,12} 1,302} 1,101} —15,4| 2,813] 1,842) —34,5 | 4,102 0,958} —76,6 
3| 2,27 @ 7,34 | 74,36] 0,906} 0,757 | —16,4 | 2,395) 1,826 | —23,7 | 2,914' 0,978 | —66,4 
4| 1,96" 2 | 6,81 | 13,36] 1,097] 0,884] —19,4| 2,496] 1,987] —20,4| 4,501 | 0,898 | —80,0 
5 | 2,08 @ 7,42 | 14,58] 1,203} 0,972} —19,2 | 3,314] 1,961 | —40,8 | 3,926 1,109 | —71,7 
6| 1,74 @ | 7,31 | 14,18] 1,126| 0,902] —19,9| 3,424] 1,832) —46,5| 4,212 1,217) —71,1 
7|2,06 Q 6,96 | 13,70} 1,307} 1,002} —23,3| 2,553] 1,765| —30,9 | 4,211 0,967 | —77,0 
8/ 1,78 6 7,37 | 14,44] 1,409} 1,054] —25,2/| 3,023] 1,986) —34,3 | 4,316. 0,957| —77,8 
9/ 1,85 ¢@ 7,13 | 14,00; 1,439} 1,072) —25,5| 3,015) 1,916) —36,4| 4,313. 0,958} —77,8 
10 1,95 @ 7,40 | 14,66) 1,407) 0,822) —41,6| 2,627) 1,741| —33,5 4,603; 0,987) —78,5 
11| 2,20 6 | 6,86 | 13,47] 1,896| 1,322] —30,3| 3,143] 1,896] —39,7 5,090, 1,398] —72,5 

Durchschnitt 1,302 | 0,997 —23,4 2,855 | 1,868 —34,6| 4,181{ 1,042 —75,1 

' } 


Stiicke, bei denen der Sauerstoffverbrauch noch kleiner als der des Muskel- 


géewebes ist. 


Wie auch aus Fig. 1 ersichtlich ist, kann man nach 60 Minuten 


bei manchen Fallen eine Neigung zu geringer Abnahme des Sauerstoffver- 


brauchs beobachten. . 


Von hohem 
Interesse ist die 
Angabe von Di- 
xonund Elliot™, 
dass die Gewebs- 
atmung durch 
Cyanid _ teilweise 
gehemmt _—i wird. 
Wenn auch War- 
burg’ sie ver- 
neint, wollen eine 
Reihe Autoren 
dieser Meinung 
anschliessen ; 
Stare u. Elveh- 
jem?*® fanden, 
dass durch M/100 
Cyanid ca. 2/3 der 


Sauerstoffverbrauch (ccm pro mg) 
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mungssystem ist, und sind der Ansicht, dass die durch Cyanid gehemmten 
2/3 der totalen Atmung dem Oxygenasesystem zuzuschreiben sind, welches 
auf ,,Oxygenase“‘ beruht, durch die, wie Cook, Haldane und Mapson?” 
meinen, die Sauerstoffmolekiile aktiviert werden. Kisch?® stellte fest, dass 
die cyantresistente Restatmung je nach den Gewebearten verschieden ist, d. h. 
die Hemmung der Gewebsatmung durch Cyan bei der Retina am gréssten, 
auch bei der Niere und der Leber erheblich und bei dem Zwetchfell und 
der Herzkammer am geringsten ist. Zieht man diese Tatsache in Betracht, 
so kann man annehmen, dass sich die Gewebsatmung nicht durch ein einzelnes 
Enzym, sondern vielmehr durch verschi¢dene Enzyemsysteme vollzieht, die 
je nach den Gewebearten verschieden gestaltet sind. Auch die Tatsache, 
dass in vorliegenden Versuchen die Gewebsatmung von Milz, Leber und 
Muskel durch ultratiefe Kalte in verschiedenem Grade gehmmt wird, scheint 
mit derjenigen in einem innigen Zusammenhang zu stehen, dass sich das 
Enzymsystem je nach den Gewebearten vetschieden gestaltet. Aber die 
Gewebsatmung lasst sich jetzt nicht vollstaéndig allein von dem enzymati- 
schen Standpunkt aus erklaren. 

Lambert und Hanes™ fanden dutch Gewebekultur des Hiihnchenem- 
bryonenherzens, dass das Gewebe durch anhaltendes Gefrieren getétet witd, 
wahrend es kurzes Gefrieren iiberlebt. Klinke* aber stellte durch Gewe- 
bekultur fest, dass sowohl bei Geschwulst- als auch bei Normalgewebe, auch 
wenn sie durch ultratiefe Kalte (-196°C und -253°C) behandelt werden, noch 
iiberlebende Zellelemente vorhanden sind. Daraus kann man schliessen, 
dass durch die Einwirkung der ultratiefen Kalte des fliissigen Sauerstoffs 
die Lzbensfahigkeit des Gewebes zwar stark geschadigt wird, aber nicht 
alle Zellen getétet werden. Diese Annahme wird m. E. mit der Tatsache 
in einer bestimmten Beziehung stehen, dass in vorliegenden Versuchen die 
Gewebsatmung auch nach der Einwirkung ultratiefer Kalte von ungefahr 
-200°C noch nicht Null wird und sich der Sauerstoffverbrauch noch voll- 
zieht, wenn auch der Grad seiner Abnahme je nach den Gewebearten ver- 
schieden ist. 

Den Einfluss der Kilte auf die Gewebsatmung haben Lipschitz 
und Veshnjakov*, auf die Weise untersucht, dass sie das Ovarium des 
Meerschweinchens durch eine Kaltemischung von Eis und Kochsalz abkihl- 
ten. Zu demselben Zweck liess Ogata*® die Leber von Frosch, Kréte 
und Maus dutch Kohlensaureschnee und Nomura*®* das Lungengewebe 
der Maus und die Gallenblasewand von Kaninchen durch eine Kaltemischung 
von Eis und Kochsalz gefrieten. Dabei fanden sie alle eine erhebliche Hem- 
mung det Gewebsatmung. Lipschiitz und Veshnjakov stellten fest, 
dass der Sauerstoffverbtauch bi durch Kialte behandeltem Gewebe am Anfang 
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konstant bleibt und spater rasch abnimmt. Diese Angabe deckt die Tatsache, 
dass in Fig. 1 beim mit ultratiefer Kalte behandelten Gewebe der Kurven- 
aufstieg nach Ablauf von 60 Minuten mehr oder minder herabgesetzt wird. 

Uber den Mechanismus der Hemmung der Gewebsatmung durch die 
Kaltewirkung meinten Lipschiitz und Veshnjakov*”, aus der Tatsache, 
dass die Gewebsatmung von der Struktur der Zellen abhangig ist und dass 
sie, wenn man den Eierstock vom Meerschweinchen nur mit Sand zerreibt, 
statt ihn frieren zu lassen, fast Null wird, kénne man schliessen, dass die 
Schadigung durch Gefrieren wahrscheinlich auf einer Strukturveranderung 
der Zellen beruhe. Auch Ogata*? fiihrte den Einfluss des Gefrierens auf 
irgendeine Veranderung der Zellstruktur zuriick. Nomura*® stellte fest, 
dass die Gewebsatmung durch Abkiihlung nur in geringem Masse beeinflusst 
wird, wahrend sie durch Gefrieren, selbst wenn die hierbei angewandten 
Temperatur nicht niedriger sind als die der Abkithlungsversuche, erheblich 
gehemmt wird. Von Moran*™ wurde erkannt, dass M. sartorius und gast- 
rocnemius des Frosches im Aussehen und osmotischen Charakter keine Ver- 
andeung zeigen, wenn sie auch auf eine Temperatur von unter 0°C abgekiihlt 
werden. Wenn man sie aber gefrieren lasst, so zeigen sie eine erhebliche 
Veranderung, und beim Auftauen wird eine saure Fliissigkeit in grosser 
Menge ausgeschieden. Nomura** meinte, die Herabsetzung der Gewebsat- 
mung durch Gefrieren nicht auf einer Verinderung des Protoplasmas selbst, 
sondern vielmehr auf einer mechanischen Zerstérung des Zellprotoplasmas 

eruhe, welche durch interzellulare Eisbildung verursacht werde. 

Mit Riicksicht auf das Gesagte unterliegt es keinem Zweifel, dass die Her- 
absetzung der Gewebsatmung durch ultratiefe Kalte nicht durch die Niedrig- 
keit der Temperatur allein verursacht wird, sondern dass dabei das Gefrieren 
des Gewebes eine bedeutende Rolle spielt. Beim Gefrieren des Gewebes geht 
selbstverstandlich eine interzellulare Eisbildung vor sich, besonders unter 
der Einwirkung ultratiefer Kalte wie in vorliegenden Versuchen tritt sie 
auch intrazellular ein, wobei unter dem starken Drucke dieses gebildeten 
Eises die Struktur der Gewebezellen wird zerstért. Wenn die Temperatur 
noch weiter sinkt, zieht das Eis sich zusammen, wodurch das Gewebe endlich 
zerrissen wird. Man sieht janach dem Auftauen unzahlige Risse. Obgleich 
Nomura mit Riicksicht darauf, dass Lungengewebe und Gallenblase auch 
nach Gefrieren und Auftauen noch weich bleiben, cine Verinderung des 
Protoplasmas verneinen will, stellte es sich aus den Ergebnissen vorliegender 
Versuche heraus, dass Muskelgewebe sehr elastisch und Milz und Leber sehr 
weich werden, woraus sich auf eine erhebliche Verinderung des kolloidalen 
Zustandes des Protoplasmas schliessen lasst. Wenn auch das Wasser, welches 
cine intrazellulare Eisbildung herbeifiihrt, letzten Endes im Protoplasma 
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vorhanden ist, wird es doch nicht immer leicht sein, dass es nach dem Auf- 
tauen wieder mit dem durch den Verlust des Wassers dichter gewordenen 
Protoplasma den friiheren kolloidalen Zustand herstellt. Anderersreits hat 
Moriguti*®® an der hiesigen Klinik festgestellt, dass verschiedene Eiweiss- 
arten durch ultratiefe Kalte deutliche Veranderungen erleiden. Darum 
wird es eine strikte Tatsache sein, dass durch ultratiefe Kalte eine irreversible 
Verinderung des Protoplasmas hervorgerufen wird. 

Dass unter verschiedenen Enzymsystemen, welche an der Gewebsatmung 
teilnchmen, ein solches vorhanden seinkann, dessen Wirkung durch den 
Einfluss ultratiefer Temperatur verandert wird, ist auch nach meinen vorange- 
henden Arbeiten’ nicht undenkbar. Vielleicht gibt es auch ein solches, 
dessen fermentative Wirkung durch Zerstérung der Zellstruktur und - 
Zustandsanderung des Protoplasmas ungiinstig beeinflusst wird. Dies klar 
zu deuten ist aber heute, da man iiber die biologischen Wirkungen 
ultratiefer Kalte nicht ganz im klaren ist, fast unmédglich. Wir erwarten 
hierin viel von den zukiinftigen Untersuchungen. 


Schluss. 


Beim normalen Kaninchen ist die Grosse der Gewebsatmung Muskel 
<Leber<Milz. Laisst man auf diese Gewebearten die ultratiefe Kalte des 
fliissigen Sauerstoffs (Siedepunkt -183°C) einwirken : 

1. So werden Muskelgewebe elastisch und Milz und Leber weich. 

2. Die Gewebsatmung nimmt bei allen Gewebearten erheblich ab, 
wobei die Herabsetzung am Muskel am geringsten und in der Milz am stark- 
sten erfolgt. 
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Uber den Einfluss ultraniedriger Temperaturen auf 
vetschiedene biologische Erscheinungen, 


IV. Mitteilung. 
Beeinflussung der Erregbarkeit der motorischen Nerven und der Adrenalinemp- 
findlichkeit der Pupille durch ultraniedrige Kilte. 


Von 


Sentaro Kusaka. 
(A F F&A B) 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof, Dr. T. Kato, 
Kaiserliche Tohoku-Universitat zu Sendai. 





Als eines der Studien iiber die Wirkung ultraniedriger, durch flissigen 
Sauerstoff oder Stickstoff erzeugter Temperaturen yon nahe an -200°C ist 
in der vorliegenden Arbeit die Veranderungen des Erregbarkeit des N. 
ischiadicus sowie der Adrenalinempfindlichkeit der Pupille des Frosches durch 
ultraniedrige Kalte beobachtet worden, um den Einfluss ultraniedriger Tem- 
peraturen auf die motorischen Nerven sowie den Endapparat des Sympathicus 
zu untersuchen. 


Versuchsergebnisse. 
I. Erregbarkeit der motorischen Nerven. 


Am Gastrocnemius-Ischiadicus-Praparat wurde der N, ischiadicus mit- 
telst des Du Bois-Reymond schen Schlitteninduktoriums (primare Spirale : 
324 Windungen, sekundire Spirale ; 3626 Windungen, elektrische Quelle : 
ein Akkumulator von 2 Volt) mit dem Offnungsinduktionsstrom gereizt, 
wobei die Reizschwellen, welche die minimale Zuckung des Muskels her- 
beifiihrten, im Rollenabstand vor und nach der Kalteeinwirkung bestimmt 
wurde. Der fliissige Sauerstoff wurde an der Stelle, an der vorher die Elek- 
trode angelegt wurde, ungefahr 1 Sekunde lang auf den Nery gegossen, indem 
die Beriihrung mit dem Muskel vorsichtig vermieden wurde. Nachdem 
der Praparat in einer Ringerlésung auftauten, wurde die Elektrode wieder 
an derselben Stelle angelegt und die Reizschwellen des Nerven bestimmt. 
Wie aus Tab, 1. ersichtlich ist, zeigt die Erregbarkeit der Nerven erhebliche 
Herabsetzung. 
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Unter den Versuchsangaben iiber Tabelle 1. 

den Einfluss der Kalte gibt es nur selten Erregbarkeit d. Nerven. 
die iiber die histologischen Befunde der 
Nerven. Nach Lambert!” ist die Re- Versuchs-| _T&™ Rollenabstand (cm) 
sistenz gegen das Gefrieren je nach der Nr. ny ee 
Gewebeart sehr verschieden. Die Re- Co) Ne Pcie 
sistenz des Bindegewebes sei z. B. 1 18 48,6 18,3 
grdésser als die des Muskels. Kriege* . = = Be 
liess das Ohr des Kaninchens mit Hilfe 4 18 40,6 6.3 
eines Athersprays gefrieren und stellte 5 19 47,2 8,7 
dabei fest, dass die Nerven verhiltnis- 6 19 38,5 12,6 

ae : . ss 7 18 42,8 2,3 
massig intakt blieben, wahrend das 8 18 46,9 10,5 
Bindegewebe hyaline Degeneration 9 17 48,0 1,2 
zeigte. Uschinsky*® meinte ebenfalls, ” ad sag bei 
dass die Nerven nur selten eine histolo- . . 4 rr 
gische Veranderung aufweisen. Nach 13 18 45,5 9,7 











Griitzner® verlieren der N. ischia- 

dicus und Vagus infolge der Kaltewirkung ihre Funktion, die aber bald wieder 
hergestellt wird. Boruttau®) hat berichtet, dass der N. ischiadicus des Frosches, 
nach Gefrieren seine Funktion wiederherstellen kann, wenn man ihn schonend auf- 
tauen lasst. Uschinsky® stellte den N. ischiadicus des Kaninchens bloss und liess 
ihn mit Hilfe eines Athersprays 4-5 Minuten lang gefrieren, dabei beobachtete er die 
Paralysis der betroffenen Pforte, die sich aber rasch wiederherstellte, und nach 5-6 
Tagen nur eine leichte Paresis. Daraus kann man schliessen, dass die Nerven im 
Vergleich zu den anderen Gewebearten weniger histologische Veranderung durch 
die Kaltewirkung aufweisen und vehiltnismassig leicht ihre Erregbarkeit wieder- 
herstellen kénnen. 

Andererseits liess aber Rischpler® Ohr und Schenkel des-Kaninchens und 
Schwanz der Maus mit Hilfe eines Athersprays gefrieren und stellte fest, dass in 
den betreffenden Nervenstimmen Vakuolen und matte Streifen von Faserbreite 
entstanden und dass der Kern bald schrumpfte, bald zerffiel und seine Struktur verlor. 
Uschinsky® liess Meerschweinchen mit Hilfte eines Athersprays gefrieren und fand 
dabei Leukozytenanhaufung am Endo- und Perineurium und Myelinzerfall. Ya- 
mazaki” liess den Rattenschwanz durch eine Kaltemischung von Eis und Kochsalz 
gefrieren und konstantierte den Zerfall der Nerven. 


Darum kann man annehmen, dass bei den Nerven ebenfalls irgendeine 
histologische Veranderung durch das Gefrieren vor sich geht. Insbesondere 
bei einer so tiefen Temperatur von nahe an -200°C wie im vorliegenden 
Versuch k6nnen sie wohl eine erhebliche Verainderung aufweisen. Es ist 
auch nicht schwer zu denken, dass sich der kollodiale Zustand der Nerven 
verandert, wenn auch mikroskopisch ihre morphologische Veranderung 
nicht gross ist. Durch solche Kalteschadigung wird, wie man annehmen 
kann, die Erregbarkeit der Nerven erheblich herabgesetzt. 
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II. Adrenalinempfindlichkeit der Pupille. 


Nach der Ehrmannschen® Methode wurden beide Augipfel der Rana ni- 
gtomaculate herausgeschnitten und in der Ringerlésung aufbewahrt, bis die Grdsse 
der Pupillen konstant wurde. Nachdem man festgestellt hatte, dass die Pupillen 
beider Augen gleich gross waren, diente das eine Auge zu Kontrollversuchen, das 
andere wurde 3 Sekunden lang in fliissigem Sauerstoff stehen gelassen. Sobald es 
dann in der Ringerlésung auftaute, begann man alle 2 Minuten die kiirzere Pupillen- 
weite des mit ultratiefer Kalte behandelten Auges und die des Kontrollauges zu 
messen. Nachdem die Grésse der Pupillen konstant geworden war, kamen die 
Augipfel in eine 0,01% Adrenalin (Sankyo) enthaltende Ringerlésung. Dann wurde 
die kiirzere Pupillenweite wahrend der ersten 60 Minuten alle 2 Minuten, danach 
alle 5 Minuten gemessen. Diese Messung hérte erst dann auf, wenn die Zunahme 
der kiirzeren Pupillenweite aufhérte und Neigung zur allmahlichen Abnahme beo- 
bachtet wurde. 

Ein  Versuchsbei- Fig. 1. Pupillenweite. 
spiel ist in Fig. 1 in j 
Kurven angegeben. “*[ 
Wenn auch bei den ultra- fex® 
tiefer Kialte ausgesetzten 3.0 4 
Augen meistens die 
kiirzere Pupillenweite 
gleich nach der Kialte- 
einwirkung kleiner als 
die des Kontrollauges 
ist, wird sie dann doch 
allmahlich grésser und 
ungefahr 10 Minuten 10 20 30 40 50-60 7080 90100 110 
nach der Kaltewirkung seabed 
grésser als die des Kon- w-----  Kontrolle — 

“—————~ ~~ Behandelt mit Kalte 

trollauges, um danach 

konstant zu bleiben. Lasst man dann Adrenalin auf sie einwirken, so tritt 
die Mydriasis bei dem Kontrollauge rasch auf und die Pupille erreicht nach 
ungefahr 20 Minuten ad Maximum, wahrend bei den mit ultratiefer Kalte 
behandelten Augen die Mydriasis langsam auftritt und die Pupille erst 
nach ungefahr 60 Minuten ad Maximum erreicht. Danach wird sowohl bei 
dem Kontrollauge wie bei den mit ultratiefer Kalte behandelten Augen 
ganz allmahlich eintretende Verkleinerung der Pupillen beobachtet. 

Wenn die Augipfel in fliissigen Sauerstoff kommen und die Grésse der 
Pupillen unmittelbar vor dem Gefrieren infolge des Kaltereizes sich verandert, 
so sollen die Pupillen in der veranderten Grésse gefrieren und fixiert werden. 
Bzim Froschauge ist der M. sphincter pupillae im Pupillenteil der Iris ein- 
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gelagert, umschliesst die Pupille ringférmig, was deutlich wahrzunehmen 
ist, wahrend der M dilatator pupillae dagegen sich nicht deutlich nachweisen 
lasst. Wie man annimmt, haben die Zellen, welche in der Pars iridica retinae 
radidr angeordnet sind, eine entsprechende Funktion. Darum ist der M, 
dilatator pupillae vielleicht weniger differenziert als der M. sphincter pupillae. 
Wenn in der sehr kurzen Zeit von dem Hineinlegen der Augiapfel in fliissigen 
Sauerstoff bis zu ihrem Gefrieren die Pupillenmuskeln infolge des Kltereizes 
sich zusammenziehen, so ist es wohl nicht undenkbar, dass sich der starker 
differenzierte M. sphincter pupillae schneller zusammenzichen als der minder 
differenzierte M. dilatator pupillae. Nach Horvath erweitert sich die 
Pupille des Kaninchens, wahrend sich die des Frosches verengert, wenn man 
ihren Bulbus mit einer Kalte behandelt. Wenn also die Augipfel in einem 
miotischen Zustand gefrieren, so kénnten sie gleich nach dem Auftauen 
noch schwaché Miosis aufweisen, 


Die Tatsache, dass bei dem Augapfel, der infolge der Kialtewirkung 
gefroren ist, nach dem Auftauen die Mydriasis allmahlich zustande kommt, 
kann man wohl auch darauf zuriickfiihren, dass der Endapparat des Parasym- 
pathicus durch die Wirkung ultratiefer Kalte mehr als der des Sympathicus 
beschadigt worden ist. Aber der Muskel weist eine erhebliche Verinderung 
durch das Gefrieren auf. 


In den Versuchen an Meerschweinchen stellte Uschinsky® fest, dass der 
Skelettmuskel an der Stelle, die er mit Hilfe eines Athersprays gefrieren liess, hier 
und da eine homogene Entartung herbeifiihrte und dass die Muskelfaser ausgespro- 
chene Langsstreifung zeigte. Rischpler® stellte ahnliche Versuche an Kaninchen 
an und beobachtete, dass der Muskel teilweise die Querstreifung verlor und die 
Muskelfaser sich verbreitete und undurchsichtig wurde. Eine Reihe Autoren wie 
Horvath, Zoege von Manteuffel, Brunow™, Hoyer, Takeuti®, 
Yamazaki” u. a. haben nach der Kaltewirkung Abnahme bzw. Verlust der Kon- 
traktion, Verschwund der Querstreifung, Triibung, Zerreissung und wachsartige 
Degeneration der Muskelfasern usw. konstatiert. Nach Hoyer, Brunow™, 
Horvath® u. a. scheint der Todespunkt des Skelettmuskels durch eine Kialtewir- 
kung nicht niedriger als -10°C zu sein. Wenn auch Horvath”, Heube!™ u, a. 
iiber den Herzmuskel berichteten, dass es ihnen gelang, das Froschherz nach dem 
Gefrieren beim Auftauen wieder rythmisch schlagen zu lassen, wollen doch Take- 
uti), Owaki und Watanabe? u. a. Undeutlichwerden der Querstreifung, 
Quellung der Muskelfaserh, Vakuolenbildung im Sarkoplasma, Schrumpfung des 
Kerns und andere erheblichen histologischen Veranderungen nachweisen. Im 
vorliegenden Versuch wurde ebenfalls festgestellt, dass, wenn man den Frosch kurze 
Zeit mit fliissigem Sauerstoff behandelte, die der Kaltewirkung hinreichend aus- 
gesetzte Herzspitze sich durchaus nicht kontrahierte. 


In bezug auf die Muskelschicht der Gefasswand als glatte Muskulatur hat 
Rischpler® beobachtete, dass der Kern des Muscularis der Arterienwand infolge 
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des Gefrierens schrumpft oder Vakuolen bildet. Zoege von Manteuffel™ 
berichtete ebenfalls die Triibung der Media sowie Vakuolenbildung des Kerns durch 
das Gefrieren und ist der Ansicht, dass die Gefassmuskulatur bei der Kaltewirkung 
die grésste Veranderung aufweist. 

Da das Muskelgewebe, wie oben erwahnt, infolge der Wirkung einer 
nicht sehr tiefen Temperatur schon eine deutlich erkennbare Verinderung 
aufweist, ist es leicht denkbar, dass beim Pupillenmuskel des Frosches infolge 
der Einwirkung einer ultratiefen Kalte wie in yorliegenden Versuchen eine 
ethebliche Veranderung vor sich geht. Wenn dabei infolge der Kalteschadi- 
gung starkere Parese bei dem Sphincter als bei dem Dilatator herbeigefiihrt 
wird oder wenn beim Pupillenmuskel ebenfalls ein ahnlicher Vorgang, ném- 
lich Verkiirzung des Muskels eintritt, wie sie Moran’®” beobachtete, wenn 
er den Froschmuskel gefrieren und auftauen liess, und der Dilatator dabei 
mehr als der Sphincter sich verkiirzt, wird eine Mydriasis zustandekommen 
kénnen. Fiir die Tatsache, dass beim Froschbulbus, wenn man ihn mit 
fliissigem Sauerstoff behandelt, nach dem Auftauen die Mydriasis allmahlich 
auftritt, scheint nicht sowohl die Schadigung der vegetativen Nerven als 
vielmehr die des Pupillenmuskels die Hauptrolle zu spielen. 

Als einer der Griinde dafiir, dass bei dem ultratiefer Kalte ausgesetzten 
Augapfel, wenn man ihn mit Adrenalin behandelt, eine Mydriasis sehr lang- 
sam auftritt, ist es zwar nicht undenkbar, dass die Adrenalinempfindlichkeit 
des Endapparates des Sympathicus infolge der Kalteschadigung durch ultranie- 
drige Temperatur herabgesetzt wird, es scheint aber dabei vielmehr die 
Funktionsherabsetzung des Pupillenmuskels eine grosse Rolle zu spielen. 
Wenn man daran denkt, dass in der I. Mitteilung einschlagiger Studien der 
quergestreifte Muskel nach Behandlung mit ultratiefer Kalte sehr starr wurde 
und einen Zustand zeigte, wo schnelle Kontraktion und Erschlaffen schwer 
war, so liegt die Annahme sehr nahe, dass beim Pupillenmuskel ebenfalls eine 
ahnliche Veranderung eingetreten ist. 


Schluss. 


1. Die Erregbarkeit des N. ischiadicus des Frosches wird durch die 
Einwirkung der ultratiefen Temperatur eines fliissigen Sauerstoffes (Siede- 
punkt -183°C) erheblich herabgesetzt. 

2. Lasst man den Bulbus des Frosches unter der Einwirkung derselben 
ultratiefen Temperatur gefrieren und auftauen, so zeigt die Pupille zuerst 
gleich nach dem Auftauen eine geringe Miosis und vergréssert sich dann 
allmahlich, um endlich eine Mydriasis zu zeigen und konstant zu bleiben. 
Lasst man dann das Adrenalin auf die Pupille einwirken, so tritt die Mydriasis 
sehr langsam auf. 
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Es wurde versucht, die oben erwahnten Veranderungen zu erklaren. 


1) 
2) 
3) 
4) 
5) 
6) 
7) 
8) 
9) 
10) 
11) 
12) 
13) 
14) 
15) 
16) 


S. Kusaka 
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Uber den Einfluss ultraniedtiger Temperaturen auf 
verschiedene biologische Erscheinungen. 


V. Mitteilung. 
Einfluss ultraniedriger Temperaturen auf Herz und Gefasse. 
Von 
Sentaro Kusaka. 
(A FF XA B) 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Kaiserliche Tohoku-Universitat zu Sendai.) 





Die Resistenz des Organismus gegen die grosse Kailte ist je nach den 
Arten der Lebewesen sehr verschieden; im allgemeinen lasst sich sagen, 
dass die Kaltebliiter viel widerstandsfahiger als die Warmbliiter, ins beson- 
dere die Bakterien dusserst widerstandsfahig sind (vgl. I. Mitteilung”). Wenn 
man aber ultratiefe Kalte auf Frosch, Goldfisch, Karausche u.a. hinreichend 
einwitken lasst, so sterben sie ; wirkt die Tieftemperatur indessen nur einige 
Sekunden lang ein, so frieren sie steinhart, leben aber wieder auf und schwim- 
men umher, wenn man sie in Leitungswasser auftauen lasst. Zwar kénnen 
die Versuchstiere nicht.mehr ganz normal leben und gehen schliesslich nach 
einigen Stunden oder Tagen ein. Es ist eine sehr interessante Frage, aus 
welchem Grunde die Versuchstiere, welche einmal infolge einer einige Se- 
kunden langen Behandlung mit ultratiefer Kalte gefroren sind und dann wieder 
auflebten, iiber kurz oder lang schliesslich doch sterben miissen. In Bezug 
auf diese Fragestellung wurden in der vorliegenden Arbeit vor allem die 
Funktionsverainderungen des Herzens und der Gefasse beim Frosch, der fiir 
kurze Zeit der ultratiefen Kalteeinwirkung unterlegen worden ist, untersucht. 

Versuchsmethode. Der Frosch wurde mittelst eines besonderen Ap- 
parates gefesselt, mit dem man ihn zwischen zwei Tiicher gesteckt fixieren kann. 
Er kam nun in fliissigen Sauerstoff (Siedepunkt-183°C) und wurde 4 Sekunden lang 
darin gelassen. Wenn man ihn dann herausnahm, war er so hart wie Stein gefroren. 
Legte man ihn ins Leitungswasser, so fing er meist innerhalb 10 Minuten an zu 
schwimmen, wobei er sich hauptsachlich der Hinterbeine bediente ; die Bewegung 
der Vorderbeine war meist mangelhaft. Beim Schwimmen nahm er, den Kopf all- 
mahlich nach hinten beugend, eine Haltung wie die des Opisthotonus an und starb 
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innerhalb 6 Stunden. Zum Versuche kamen die Frésche 10 Minuten nach dem 
Zeitpunkt, an dem sie nach der Kaltebehandlung wieder zu schwimmen anfingen. 
Die Herzfunktion und Gefiasskontraktion nach der Einwirkungen ultratiefer Kalte 
wurde nach der Methode von Straub bzw. Trendelenburg untersucht. 


I. Einfluss der Ultrakalte auf die Herzwirkung. 


Das durch ultratiefe Kalte behandelte Froschherz ist im Vergleich zu 
dem Kontrollherzen mit sehr viel Blut gefiillt, ausserdem ist seine Schlagfre- 
quenz sehr niedrig. Wenn man es exstitpiert und nach der Methode von 
Straub pulsieren lasst, so sieht man, dass die Pulsfrequerz allmahlich steigt 
und sich dem normalen Wert nahert. Die Herzspitze 

; rare ' et Tabelle 1. 
witd weisslich, verdickt sich, sieht wie ein Fremd- : : 
~ : : Zeit zum Stillstand 
kOrper aus und nimmt am Herzschlag gar nicht meht go. mit ultratiefer 
teil. Kilte behandelten 

1. Schlagdauer. Es wurden das 4Sekunden _ Froschherzens. 
lang mit ultratiefer Kalte behandelte Herz von Rana 





Zeit zum Stillstand 





esculenta und das nicht mit ihr behandelte Kontroll- (Stunden) 
herz nach der Straub schen Methode pulsieren lassen | —_|_Behandelt 
. ‘ ‘ ‘ . Kontrolle | durch ultra- 
und die Zeitdauer bis zum Herzstillstand bestimmt. tiefe Kalte 
Wie man aus Tab. 1 ersieht, kommt das der Kilte- 27. 20 
wirkung ausgesetzte Herz im Vergleich zu dem Kon- = | = 
trollherzen ein wenig schneller zum Stillstand. Wenn 28 | 18 
man aber an die Tatsache denkt, dass der 4 Sekunden = os 


lang mit einer ultratiefen Kalte von -183°C behan- 
delte Frosch, wie oben 
schon erwahnt, innerhalb 
6 Stunden nach abermali- 
Herzaktion des mit ultratiefer Kalte gem Anfangen des Schwim- 
behandelten Frosches. mens eingeht, so sieht man, 
dass lediglich das Herz viel 


langer als diese Zeit schla- 
gen kann. 
s 2. Schlagfrequenz 
und -amplitude. Wie 
Fig. 1 zeigt, ist die Schlag- 
B, B, B; B, B, 


amplitude des der Kailte- 


A—Kontrolle, 20 Minuten nach der Praparierung. wirkung ausgesetzten Her- 
B—Behandelt mit Kalte. B,—20 Minuten nach der zens im Vergleich mit der 
Praparierung, B,—nach 1 Stunde, B;—nach 2 d K ll h 
Stunden, B,—nach 4 Stunden, B,—nach 6 Stunden. es : pres Versucns ¢f- 
Zeitmarkierung in 12 Sekunden. heblich kleiner. In bezug 


Fig. 1. 
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auf die Schlagfrequenz kann man keinen deutlichen Unterschied erkennen. 

3. Reaktion auf einige Herzgifte. Das Herz des mit ultratiefer 
Kalte und das des nicht mit ihr behandelten Frosches wurden nach dem Ver- 
fahren von Straub mit 2 ccm Ringerlésung ernahrt und die Reaktion auf 
Adrenalin, Acetylcholin, G-Strophantin und CaCl,, die der Nahrlésung hin- 
zugefiigt worden sind, beobachtet. 

(i) Adrenalin 
(Fig. 2). Adrenalin 
(Sankyo)-Lésungen ver- 
schiedener Konzentra- 
tion (10°%) wurden 
mit Ringerlésung her- 
gestellt ; je 0,2 ccm von 
ihnen wurde der Nahr- 
fliissigkeit (2 ccm) zuge- 
geben. Es wurde mit 
der Lésung niedrigster 
Konzentration anfan- 


Fig. 2. Adrenalinwirkung. 








1 B, B, 


gend, der Schwellenwert A, Kontrolle. B, Behandelt mit Kalte. 

h het d Bei | Adrenalin zugesetzt. 
gesucht, Del dem man Adrenalinkonzentration: A, u. B,—10°*%, A, u. B,x— 
zuerst eine Verstaérkung 10°*%, Ay u. By—10°'%. 


der Systole erkennen Zeitmarkierung in 12 Sekunden. 


konnte (Fig. 2). Wenn auch die Empfindlichkeit des Herzens gegen 
Adrenalin sowohl bei dem der Kaltewirkung ausgesetzten Frosche als auch 

eim Kontrolltiere indivi- 
duell verschieden war und 
das Urteil iiber die Kalte- 
wirkung folglich etwas 
schwer fiel, liess sich in der 
gréssten Mehrzahl_ der 
Fille eine Verstarkung der 
Systole erst in einer Ver- 
diinnung von 10°% oder 
10*% konstatieren. Zwi- 
schen dem Kialte- und 
dem Kontrolltier wurde 


Fig. 3. Acetylcholinwirkung. 





B, B, B; . ° - 
A, Kontrolle. B, Behandelt mit Kalte. kein Unterschied festge- 
Bei | Acetylcholin zugesetzt. stellt. 
Acetylcholinkonzentration: A, u. B,—-10°-%%, A, u. B, (ii) A cetyl cholin. 


—10-%, Ag, u. Bsg—10-"%. 
Zeitmarkierung in 12 Sekunden. 


Acetylcholin (Roche) 














328 S. Kusaka 


— 









wurde mit Ringerlésung in ver- 
schiedenet Konzentration (10°%) 
verdiinnt und je 0,2 ccm der Nahr- 
fliissigkeit des Straub schen Herz- 
praparates hinzugefiigt, um die 
kleinste Konzentration, die eben 
eine Abnahme der Systole bewirkt, 
zu finden (Fig. 3). Wenn auch in- 
dividuell sehr verschieden, so doch 
lag die Grenzkonzentration sowohl 
beim Kalte- als auch beim Kon- 
trollherzen meistens zwischen 
102% und 10%. Daraus kann 
man schliessen, dass die Empfind- 
lichkeit des Froschherzens gegen 
Acetylcholin durch Einwirkung 
ultratiefer Kalte nicht verandert 
wird. 

(iii) CaCl,. CaCl, wurde in 
Ringerlésung zu _ verschiedener 
Konzentration geldést, 0,2 ccm 
davon der Nahrfliissigkeit des 
Straubschen Herzpraparates zuge- 
setzt, und der Schwellenwert ermit- 
telt, bei dem zuerst eine Zunahme 
der Systole hervorgerufen wurde 
(Fig. 4). Die Empfindlichkeit des 
Herzens gegen CaCl, war im Ge- 
gensatz zu der gegen Adrenalin 
und Acetylcholin individuell ganz 
gering verschieden, und in den 
meisten Versuchen wurde beim nor- 
malen Herzen nach Zugabe von 0,2 
ccm 0,0025%iger CaCl,-Lésung, 
aber bei der Kaltewirkung ausge- 
setzten Herzen nach Zugabe von 0,2 ccm 0,01%iger CaCl,-Lésung eine 
Zunahme der Systole bemerkt. Daraus kann man erkennen, dass die Emp- 
findlichkeit des Froschherzens gegen Ca nach Einwirkung ultratiefer Kalte 
ein wenig herabgesetzt ist. 
(iv) G-Strophantin. 
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wurde 0,2 ccm der Nahrfliissigkeit zugesetzt und die Tabelle 2. 








Zeitdauer bis zum systolischen Stillstand des Straub- | G-Strophantin- 
schen Herzens bestimmt. Wie man aus Tab. 2 er- wirkung. 
sieht, brauchte das der Kaltewirkung ausgesetzte Herz : 

a : d : Zeit zum Stillstand 
linger bis zum systolischen Stillstand als das Kon- (Minuten) 
trollherz. Daraus kann man eine Herabsetzung der “Mit ultra-~ 
Empfindlichkeit des Froschherzens gegen G-Stro- Ragayetins date Bae 
phantin durch Kaltewirkung erkennen. Fig 5 zeigt 16 31 
namlich, dass das der Kaltewirkung ausgesetzte Fro- ~ = 
schherz bis zum Stillstand 31 Minuten, im Kontrollver- 10 29 
suche dagegen nur 16 Minuten brauchte. ° 35 





Fig. 5. G—Strophantinwirkung. Il. Einfluss der 
Ultrakdlte auf die 
Gefasskontraktion. 


Um den _ Einfluss 
ultratiefer Kalte auf die 
Kontraktilitét der Ge- 
fasswand zu beobachten, 
wurde untersucht, ob 
sich die Empfindlichkeit 
der Gefasskontraktion 
gegen Adrenalin verian- 
dert. Mit der Methode 
A— von Trendelenburg 








A, Kontrolle, Zeit zum Stillstand 16 Minuten. 
nach d. Praparierung, A,—nach 4 min, A,;—nach 7 wurde die Durchstr6- 
min, A,—nach 10 min, A,;—nach 13 min. : am 

B, Behandelt mit Kalte, Zeit zum Stillstand 31 Minuten, ™Ung dutch das Hinter 
B,—nach d. Praparierung, B,—nach 11 min, B;—nach glied von Rana nigro- 
17 min, B,—nach 23 min, B,—nach 29 min. maculata ausgefiihrt, wo- 


Bei | G-Strophantin zugesetzt. 


Zeitmarkierung in 12 Sekunden. bei der Durchstr6mungs- 


druck auf 15 cm ge- 
bracht wurde und die Verinderung der Tropfenzah! nach Zusatz von 0,5 
ccm einer 10°%igen Adrenalin (Sankyo)-Lésung auf einen Kymographion 
aufgezeichnet wurde (Tabb. 3 u. 4). 
Versuch 1 und Kontrollverscuh 1 sind vergleichungsweise in Fig. 
6 kurvenmassig dargestellt. 
Wahrend die Tropfenzahl bei dem nicht der Kaltewirkung ausgesetzten 
Frosch durchschnittlich ungefahr 36 pro Minute betragt (Tab. 3), betrug 
sie bei dem der Kaltewirkung ausgesetzten durchschnittlich ungefahr 10, 
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woraus man etkennen kann, 
dass beirn letzteren die Ge- 
fasswand erheblich veren- 
gett ist. Infolge Zugabe 
von 0,5 ccm 10°%iger Ad- 
renalinlésung errfeicht die 
Tropfenzahl beim Kontroll- 
versuh nach 2 Minuten den 
minimalen Wert, der im 
Darchschnitt 12, 3 betragt, 
wahrend sie beim der Kialte- 
wirkung ausgesetzte Frosch 
nach 4 Minuten den mini- 
malen Wert von durchschnitt- 
lich 4,7 zeigt, was darauf 
hinweist, dass die Gefass- 
‘ reaktion auf Adrenalin beim 
ultratiefer Kalte ausgesetzten 
Frosch gegeniiber der des 
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Fig. 6. Schenkelgefassdurchspiilung. 
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Trendelenburg’s Schenkelpraparat ohne Kaltewirkung. 


Ab- u. Zunahme der Tropfenzahl nach der Adrenalinwirkung. 


























Versuchs-Nr. l | Durch- 

Zeitablauf (Minuten) 1 S49 | 4 5 | 6 | 7 | schnite 

50 | 47 | 34 | 30 | 25 | 26 | 43 | 36,43 

51 | 47 | 34 | 31 | 24 | 27 | 43 | 36,71 

50 | 48 35 | 30 | 24 | 26 | 44 | 36,71 

10-§ % 50 | 47 34 | 30 | 24 | 26 | 43 | 36,28 

Adrenalin | 50 | 47 | 34 | 30 | 24 | 26 | 43 | 36,28 
- 

0,5 ccm | 34 | 32 | 31 | 18 | 14 | 19 | 31 | 25,57 

19 | 16  12| 9 | 5 | 9 | 16 | 12,28 

4120, 7/81] 4{| 9! 19 | 13,00 

27125 |10! 9 | 6 | 8 } 22 | 15,28 

5 32 | 28 | 12 | 10 | 6 | 10 | 26 | 17:71 

35 | 31 | 11 | 11 | 8 | 11 | 29 | 19:43 

| 38 | 34 | 13 | 12 | 9 | 42 | 32 | 21,43 

| 39 | 35 15 | 15 | 10 | 13 | 34 | 23,00 

| 39 | 36 | 18 | 16 | 11 :| 14 | 35 | 2414 

10’ | 41 | 37 , 22 | 18 | 12 | 15 | 37 | 26,00 

| 41 | 39 | 25 | 19 | 14 | 17 | 38 | 27,57 

| 42 | 41. 26 | 20 | 14 | 19 | 39 | 28,71 

| 43 | 43 | 28 | 22 | 16 | 20 | 41 | 30,43 

-| 44 | 44 | 30 | 23 | 16 | 21 | 41 | 31:28 

15/ | 45 | 45 | 31 | 23 | 19 | 22 | 42 | 32:43 

| 46 | 45 | 32 | 24 | 23 | 22 | 42 | 33,43 

| 46 | 45 | 33 | 26 | 24 | 22 | 41 | 33;86 

| 47 | 44 | 32 | 27 | 23 | 22 | 42 | 33,86 

47 | 45 | 33 | 27 | 24 | 21 | 42 | 34:14 

20’ | 46 | 33,86 
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Tabelle 4. 
‘ Trendelenburg’s Schenkelpraparat des mit ultratiefer Kalte behandelten Frosches. 
Ab- u. Zunahme der Tropfenzahl nach Adrenalinwirkung. 























a ‘Versuchs-Nr. l | | | Durch- 
Zeitablauf (Minuten) ————___ ... Sa? 4 5 6 7 schnitt 
3 | 7/ 7| 7 | 15 | 45 | 10 | 10,57 

a t..F soe 8 | 14 | 15 | 10 | 10,43 

12 7/1 6 8 | 14 | 15 | 10 | 10,28 

10-5 % 4. Bck of 8 | 15 | 14 | 10 | 10,43 
Adrenalin 2 a ae 8 | 14 | 15 | 10 | 10,28 
0,5 ccm “1! 6! 6! 7/12/14! 9 | 9,14 
5 / 4] 4 4 10 11 7 6,43 

4 2 | 2 3 8 | 10 | 6 | 5,00 

4 ia 2 7/10} 6 | 4,71 

5’ 4 3 | 3 2 8 | 11 6 | 5,28 
4 ae 3 SiLmivswi saa 

ey @2979 2 9 | 12 7). on 

5 3 | 3 3 » 12 7 | 5,86 

5 3 | 4 3 8 | 12 8 | 6,14 

10’ 6 4] 3 3 9 | 13 7 | 6,43 
6i 3-1 ¢ 4 | 10 | 13 8 | 6,86 

yr 2 4 4/10] 14 8 | 7,14 

7) 4] 4 4/10 | 14 9 | 7,43 

7; 4] 5 5 | 10 | 14 8 | 7,57 

15’ ) ees 5 10 | 13 9 | 7,86 
8; 4] 5 5 | 11 | 14} 9 | 8,00 

. 5 | 5 6 | 12 | 14 9 | 843 

9|/ 5| 6] 6| 12] 14| 9 | 871 

8 6 | 5 6 | 12 | 14 9 | 8,57 

20’ s| 6] 6{ 7] 12} 14 | 9 | 8,86 








Kontrolltieres langsam erfolgt. Durch Adrenalinwirkung vermindert sich 
die Tropfenzahl bei dem Kontrollversuch im Durchschnitt von 36,3 auf 12,3, 
d.h. auf 1/3, wahrend sie bei dem der Kaltewirkung ausgesetzten Frosche 
von 10,3 auf 4,7, d.h. fast um die Halfte herabgesetzt ist. Wenn man aber 
daran denkt, dass das Gefasslumen schon vor der Zugabe der Adrenalin- 
lésung im Vergleich mit dem des Kontrolltieres erheblich verengert worden 
ist und dass es sich nach Adrenalinzugabe noch mehr kontrahierte, bis 
sich die Tropfenzahl fast auf die Hialfte verminderte, so wird man viel- 
leicht nicht annehmen kénnen, die Empfindlichkeit des Gefasses gegen 
Adrenalin sei erheblich herausgesetzt. 


Aus den ob2n erwahnten Ergebnissen ist wohl darauf zu schliessen, 
dass die Tatsache, dass die Herzspitze abblasste, sich verdickte und in die 
Lage kam, nicht an det Herzpulsation mehr teilzunehmen, davon herriihrt, 
dass die Herzspitze der Oberflache des K6rpers am nichsten liegt und infolge 
der 4 S:kunden langen Einwirkung ultratiefer Kilte ihre Funktionen als 
die eines Herzmuskels vollkommen verlor. Es ist auch anzunehmen, dass 
die Kontraktionsfahigkeit des der Herzspitze anliegenden Herzmuskelteils 
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ebenfalls erheblich beeintrachtigt worden ist, so dass kymographisch die 
Verringerung der Systolen-Amplitude nachgewiesen werden konnte. Die 
Herabsetzung der Empfindlichkeit des Froschherzens gegen G-Strophantin 
und CaCl, ist vielleicht zum grossen Teil auf solche Kalteschadigung des 
Herzmuskels zuriickzufiihren. Dass die Schlagzahl des Straubschen 
Herzens des der Kaltewirkung ausgesetzten Frosches von der des Kontroll- 
herzens nicht verschieden ist, riihrt vielleicht davon her, dass der Sinus 
venosus von der K6rperoberflache entfernt liegt und durch ultratiefe Kalte 
von kurzer Wirkungsdauer nicht hinreichend beeinflusst wird. 

- Wenn man daran denkt, dass nach Vorbehandlung mit Ultrakdlte die 
Empfindlichkeit des Straubschen Herzens gegen Adrenalin und Acetyl- 
cholin keine Herabsetzung zeigte und das Blutgefiass trotz irreversibler 
Verengerung durch Adrenalin weiter kontrahierte und dass die Pupille auf 
Adrenalin mit einer hinlanglichen Mydriasis reagieren konnte, wie schon 
in der vorangehenden Mitteilung® gezeigt worden ist, so kann man schliessen, 
dass die Resistenz des Endapparates der vegetativen Nerven gegen die Kalte 
eine grosse ist. 

Nach Moran® ist der quergestreifte Muskel nach dem Auftauen desto 
starker verkiirzt, bei je niedigerer Temperatur er gefroren war. Wenn diese 
Angabe auch fiir die glatte Muskulatur gilt, so werden sich die Wandmuskeln 
der Arterien und Arteriolen des Ultrakaltefrosches, stark kontrahieren, worin 
vielleicht der Grund dafiir liegt, dass bei der Trendelenburg schen Dur- 
chstr6mung des Hinterbeins die Tropfenzahl im Vergleich mit der des Kon- 
trollversuches erheblich kleiner ist. In meiner fiiiheren Mitteilung” wurde 
darauf hingewiesen, dass der Muskel nach der Einwirkung der Ultrakilte 
sehr starr und unfahig fiir Kontraktion und Erschlaffung wird, ferner in der 
vorangehenden Mitteilung®, dass bei dem ultratiefer Kalte ausgesetzten 
Augapfel Adrenalinmydriasis im Vergleich zu der des Kontrollauges langsam 
eintritt, was aufdurch ultratiefe Kalte bedingte Verainderung des Pupillen- 
muskels zuriickgefiihrt worden ist. Dass bei der Durchstr6mung der Hinter- 
extremitaten des Kaltefrosches die Tropfenzahl durch Adrenalin zwar deutlich 
abnimmt, aber eine langere Zeit als beim Kontrolltier zur Erreichung des 
minimalen Wertes braucht, beruht vielleicht darauf, dass, ahnlich wie bei 
Pupille, die Wandmuskeln der Gefiasse infolge Ultrakalteeinwirkung steif 
geworden sind und ihre Reaktion auf Adrenalin langsam vor sich geht. 

Der mit ultratiefer Kalte hinreichend lange Zeit behandelte Frosch 
kann selbstverstandlich lediglich durch vollstandiges Aufhéren der Funk- 
tionen des ganzen Herzmuskels nicht wieder aufleben. Wenn aber der nur 
4 Sekunden lang der Kaltewirkung ausgesetzte Frosch nach dem Auftauen 
wieder zu schwimmen beginnt und doch letzten Endes binnen 6 Stunden 
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stirbt, ist die Hauptursache seines Todes nicht in dem Herzen zu suchen, 
wenn man die Tatsache beriicksichtigt, dass das Straubsche Herz eines sol- 
chen Frosches, nicht sehr verschieden von dem des Kontrolltieres, die Pulsa- 
tion lange fortsetzt. Vielleicht kénnte die durch erhebliche Gefasskontrak- 
tion verursachte, hochgradige Zirkulationsstérung eine wichtige Ursache 
dafiir sein, dass das Versuchstier nicht lange weiter leben kann. 


Schluss. 


Lasst man den 4 Sekunden lang ultratiefer Kalte ausgesetzten Frosch 
in Leitungswasser auftauen, so beginnt er wieder zu schwimmen. Die 
Untersuchung danach des Herzens und der Gefasse eines solchen Tieres 
ergibt folgendes : 

1. Die Herzspitze ist weisslich verdickt und nimmt am Herzschlag 
nicht teil. 

2. Das nach Straub schlagende Herz kommt im Vergleich mit dem 
Kontrollherzen ein wenig schneller zum Stillstand. Wenn auch die Schlag- 
zahl nicht verandert ist, ist doch die Amplitude erheblich kleiner. 

3 Die Empfindlichkeit des Herzens gegen Adrenalin und Acetylcholin 
zeigt keine Veranderung, aber die Erregbarkeit gegen G-Strophantin und 
Calzium ist herabgesetzt. 

4. Das Lumen des peripherischen Gefasses ist betrachtlich verengert. 

5. Wenn auch durch Adrenalin eine Kontraktion der Gefasswand gut 
herbeigefiihrt wird, kommt sie doch ein wenig langsam zustand. 


Literatur. 
1) Kusaka, Tohoku J. exp. Med., 1944, 47, 296. 


2) Kusaka, Tohoku J. exp. Med., 1944, 47, 319. 
3) Moran, Proc. Roy. Soc. London, 1930, B. 105, 177. 











Terui” hat an der hiesigen Klinik festgestellt, dass die Wirkung des 
Adrenalins auf das Herz durch Ultrakurzwellen erheblich geschwacht 
witd. Daich die Wirkung des durch ultratiefe Kalte behandelten Adrenalins 
auf das Herz untersucht habe, seien hier einige Worte dariiber gesprochen 


Es wutde eine 10°%ige Adrenalin (Sankyo)-Lésung hergestellt und 
auf 2 hartglaserne K6lbchen vetteilt, deren eines zur Kontrolle im Eisschrank 
aufbewahrt wurde, das andere wurde in eine fliissigen Stickstoff enthaltende, 
breitmiindige Thermosflasche hineingelegt. Wenn der fliissige Stickstoff 
vollkommen aufgehG6rt hatte zu sieden, wurde das Kélkchen noch 10 Minuten 
lang in ihm stehen gelassen, damit die Adrenalinlésung vollkommen die 
Temperatur von -196°C erreichen konnte. Dann wurde das Kélbchen her- 
ausgenommen, und das Versuchsmaterial bei Zimmertemperatur aufgetaut. 


Uber den Einfluss ultraniedriger Temperaturen auf 
vetschiedene biologische Etscheinungen. 


VI. Mitteilung. 


Beeinflussung der Adrenalinwirkung auf das Froschherz durch 
ultraniedrige Temperatur. 


Von 


Sentaro Kuasaka. 
(8 F FX B) 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr T. Kato, 
Kaiserliche Tohoku-Universitaét zu Sendai.) 





Fig. 1. 


B A B A B 


A Kontrolle. 
B Mit ultratiefer Kalte behandelt. 
Bei | Adrenalin zugesetzt. 
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Einfluss ultraniedriger Temperaturen auf biologische Erscheinungen. VI 


Das Straub sche Herz von Rana esculenta wurde in 2 ccm Ringerlésung 
ernahrt. Indem man zu dieser Nahrfliissigkeit je 0.2 ccm der obenerwahnten 
durch ultratiefe Kalte behandelten sowie unbehandelten Adrenalinlésung 
abwechselnd hinzufiigte, wurde ihre Wirkung auf das Froschherz verglichen. 
Wie man in Fig. 1 ersieht, konnte kein Unterschied zwischen ihnen festgestellt 
werden. Daraus kann man erkennen, dass Adrenalin durch Behandlung 
mit einer ultratiefen Kalte von -196°C nicht verandert wird. 


Schluss, 


Wenn Adrenalin auch mit einer ultratiefen Kalte von -196°C behandelt 
wird, verandert sich seine Wirkung auf das Herz nicht. 


Literatur. 











Beitrage zur Kenntnis der Proteasenwirkungen der ausgespiilten 
Leber und des Grosshirns des Schweins.” 


Von 


Masanosuke Hino. 
(A & Zz BH) 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Instjtut der Medizinischen Fakul- 
tat der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. Senji Utzino.) 





ei den gew6hnlichen Enzymversuchen wurde ein solches Lebergewebe, 

das von Bindegeweben und Gefiassen befreit worden ist, als Mazeration, 

Extrakt oder Trockenpraparat benutzt. Das Vorhandensein des Blutes ist 

jedoch nicht besonders beriicksichtigt worden. Da die Gewebeproteolyse 

vom Sulfhydryl-System abhingt, ware es nicht ohne Interesse, die Einfliisse 
des Blutes auf die Proteolyse zu priifen. 

In der vorliegenden Arbeit hat Verf. unter Leitung von Prof. Dr. S. 


Versuchsteil. 


Versuch 1. 
Proteasenwirkung der Mazeration der ausgespiilten Schweineleber. 


Tabelle 1. 
Optimalreaktion der Proteinase der Mazeration der ausgespiilten Schweineleber. 


Die Schweineleber spiilte man durch Einspritzung der 0,9%igen Kochsalzlésung in die Pfort- 
ader aus, bis die Spiilfliissigkeit nur schwach gelblich aussah. 

Das ausgespilte Lebergewebe wurde mit der dreifachen Volumenge Glycerinwasser (1 ; 1) 
jn einem Morser gut zerrieben, durch Gaze koliert und untersucht. 

Diese Mazeration bewahrte man unter Toluol im Eisschrank auf. 

Versuchsansatz: 10 ccm 4%ige Gelatine K C-Lésung+2 ccm Mazeration+10 ccm Puffer- 
lésung+ Toluol ; digeriert bei 37° C. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Formoltitra- 
tion in 4 ccm Digestat. Abzug der Kontrollwerte und die Tabellenangabe der korrigierten Werte 
der Hauptversuche a, b und c. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 




















Zeit ph 
(st) 3,0 40 45 | 5,0 | 6,0 
° a b c a b c a b c a b c a b c 
| 
24 | 0,05; O | 0,1 | 0,7 | 0,55) 0,65) 0,7 | 0,65) 0,65| 0,5 | 0,5 | 0,45} 0,25/ 0,25) 0,2 
72 | 0,05; O | 0,1 | 1,0 | 1,05} 0,95/ 1,2 | 1,15) 0,95; 0,85) 0,8 | 0,7 | 0,55); 0,45! 0,5 
120 | 0,1 | 0,05; 0,1 | 1,3 | 1,1 | 1,2 | 1,45] 1,25) 1,3 | 1,05} 0,95] 0,95} 0,7 | 0,6 | 0,65 
} 








*) §S. Utzino und Mitarbeiter: Uber die Gewebeproteolyse. IX. Mitteilung. 
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Proteasenwirkungen der ausgespiilten Leber 


Utzino den Einfluss der Durchspiilung des Lebergewebes durch Gefaasse 
mit physiologischer Kochsalzlésung auf seine Enzymaktivitaét untersucht, 
nachdem er das frische Lebergewebe durch die Pfortader mit 0,9%iger 
Kochsalzlésung solange ausgespiilt hatte, bis die ausstrémende Waschfliis- 
sigkeit nur schwach gelblich gefarbt war. 

Zuerst wurde die ph-Aktivitat der ausgespiilten Lebergewebe unter- 
sucht. Die giinstigste Reaktion der Mazeration liegt auch bei ph 4—4,5, 
wie es bei der gewdhnlichen Mazeration der Fall ist (Tabelle 1). 


Tabelle 2. 
Saure- und Alkaliinaktivierung der Mazeration der ausgespiilten Schweineleber. 


Die Enzymlésung wurde in der Weise wie in der Tabelle 1 bereitet und dann bei einer bestim- 
mten ph und bei 37° C 30 min lang stehen gelassen. Diese behandelten Enzymlésungen kamen 
zur Untersuchung. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in der Tabelle 1 und digeriert bei ph 4,5 und 37° C. Die 
Tabellenangaben a und b bezichen sich auf die korrigierten Werte der Aciditatszunahme. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 4,5 (ccm 0,1 n-NaOH) 




















, Aufbewahrung bei ph 
deh 2 | 4 | 6 7 8 9 
(st) a b a b a b a b a b a b 
24 0 0 0,4 0,55 0,45 0,55 0,4 «0,5 0,05 0 0 0 
72 0 0 0,55 0,8 0,65 0,85 0,5 0,7 0,1 =0,1 0 0 
120 0 0 1,0 1,1 1,05 1,15 0,85 0,85 0,1 0,15 0 0,05 














Nachdem Utzino und Sakai (1941) und dann auch Verf. (1943)*) die 
Trennung der Katheptase von der Ereptase in Mazeration und auch in Ge- 
frierschnitten festgestellt hatten, méchte Verf. hier das Verfahren in Mazera- 
tion der ausgespiilten Lebergewebe bestatigen. Genau wie erwartet, verlor 
die Mazeration ihre katheptische Aktivitat nach Aufbewahrung bei ph 8—9 
und bei 37° C 30 Min. (Tabelle 2). In einem schwach sauren Medium von 
ph 4—6 (bei 37° C 30 Min.) blieb die katheptische Aktivitat erhalten, 
wiahrend die ereptische vernichtet wurde (Tabelle 2). 


Tabelle 3. 
Hitzeinaktivierung des Kathepsins der ausgespiilten Schweineleber. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 4,5 (ccm 0,1 n-NaOH) 
































“~._Bad-Tem- | Nicht 
. on eshitst 30°C 50°C 60°C 65°C 70°C 80°C 
Zeit (st) ~_}| a blab a b — ot a b a b 
24 0,7 0,7 (0,65 0,7 |0,35 0,45/0,1 0,1 0 0 0 0 0 0 
72 }1,05 1,15/1,0 1,2 |0,6 0,7 |0,1 0,1 0,05 O 0 0 0 0 
120 1,25 1,35|1,25 1,35)0,8  0,85/0,15 0,1 |0,05 0,1 0 0 0 0 
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Nachdem die Mazeration der ausgespiilten Schweineleber in cinem Bade yon bestimmter Tem- 
peratur 30 min lang erhitzt wurde, liess man den Versuchsansatz unter den schon in der Tabelle 1 
angegebenen Bedingungen digerieren. 


Versuch 2. 


Fraktionierung des Wasserextraktes der ausgespiilten Schweineleber 
durch Essigfallung. 


Den gut zerriebenen Brei der ausgespiileen Schweineleber extrahierte man mit der 3facten 
Volummenge Wasser unter Umrihrung und kolierte den Extrakt durch Gaze. Die Extraktion 
wurde noch zweimal mit erneuten Wasser wiederholt. Aus dem vereinigten Wasserextrakt erfolgte 
die Essigfallung unter Einstellung bei ph 4,5 mit 10%iger Essigsaure, wo man dann den Nieder- 
schlag (Essigfallung) und die Flissigkeit (Essiglésung) durch Zentrifugieren voneinander trennte. 


Gegen Hitzewirkung scheint diese Enzymlésung ziemlich empfindlich 
zu sein, indem sie bei 60° C eine fast vollstindige und bei 50° C (30 Min.) 
eine partielle Einbusse erlitt (Tabelle 3). 


Tabelle 4. 
Proteasenaktivitat der Essigidsung (ph 4,5). 


Die von der Essigfallung getrennte Flissigkeit (Essiglésung) wurde nach Einstellen bei ph 
6,5 auf dem Wasserbade bei 35-37°C mittels Féns zu Syrup eingeengt, in ein wenig Methanol auf- 
genommen und mit Aceton versetzt. Der dabei ausgefallte Niederschlag wurde mit Aceton dann 
Ather gut gewaschen und getrocknet. Man benutzte bei den Versuchen eine 10%ige Pulversuspen- 
sion (a) in Wasser einerseits und ein 10%iges Wasserdiestat (b) andererseits, das nach Umschiitte- 
lung bei ph 6,4 wahrend 4 Stunden noch weiter bei 37°C unter Toluol 15 Standen lang aufbewahrt 
wurde. Versuchsansatz: 2 ccm 10%ige Suspension (a) oder Digestat (b) mit 2 ccm 0,2 Mol 
Cysteinlésung oder Wasser ohne Cystein+10 ccm 4%ige Substratlésung+8 ccm Puffer+Toluol ; 
digeriert bei ph 4,5 oder 8,0 und bei 37°C. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 




















| ph 4,5 | ph 8 
Zeit : 
a: Gelatine KC (18%) | —— Pepton K (1,8%) 
| (st) Pepton K (1,8%) 
Ohne Cystein | Mit Cystein | Ohne Cystein Mit Cystein 
a) Pulver- | 6 0,1 — 0,1 — 0,2 
suspen- 24 0,6 -- 0,45 — 0,7 
sion 72 0,95 _ 0,65 —- 1,05 
6 | 0 O01 | 0 0,1 0 
b) Pulver- P ‘ 
uae 1 0 0,45 0,05 0,5 0 
| 72 | 0 0,6 0,05 0,8 0,05 














Ferner wurde der Wasserextrakt dieses Leberbreies der Essigfallung bei 
ph 4,5 unterworfen, um die Verteilung der Katheptase und Ereptase zu priifen. 
Durch Zentrifugieren hat Verf. den Wasserextrakt, der durch Kolieren von 
unléslichem befreit wurde, in essigléslichen und in essigunldslichen Teil 
getrennt und diese beiden Teile mit Ac ton-Ather getrocknet. Die essiglés- 
liche Fraktion, die als Suspension dr getrockneten Pulver bei Versuchen 
gepriift wurde, zeigte eine deutliche Ere ptase- wie Katheptaseaktivitat (Tabelle 








— SS FF bet 








Enzymlésung gepriift. 


Proteasenwirkungen der ausgespiilten Leber 


Tabelle 5. 
Proteasenaktivitat der Essigfallung (ph 4,5). 


Die getrocknete Essigfallung wurde cinerseits in einer 10%igen Suspension (a) in Wasser als 
Andererseits wurde eine 10%ige Pulversuspension in essigsaurer Lésung, 
die einen ph-Wert von 5,5 zeigte, bei 37° C unter Toluol 15 Stunden lang stehen gelassen und ab- 
zentrifugiert. 


Die abgetrennte Lésung (b) und die 10%ige Suspension (c) des abgeschleuderten 


Versuchsansatz : 


Bodensatzes in Wasser kamen zur Verwendung. 
2 ccm 10%ige Suspension (a), abgetrennte Lésung (b) oder wassrige Sus- 
pension (c) des unléslichen Bodensatzes mit 2 ccm 0,2 Mol-Cysteinlésung oder Wasser ohne Cystein 
+10 ccm 4%ige Substratlésung+8 ccm Puffer+Toluol. 

Das Aktivierungsgemisch mit 2 ccm Enzymlésung und 2 ccm 0,2 Mol-Cysteinlésung (neutrali- 
siert) wurde bei 37°C 30 min lang stehen gelassen. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 















































ph 4,5 ph 8,0 
Zeit : aa | Pa 
Suapns Gelatine KC (1,8%) | Pepton K (1,8%) 
(st) Pepton K (1,8%) 
Ohne Cystein | Mit Cystein | Ohne Cystein | Mit Cystein 
a) Pulver- 6 0,05 -- 0 — 0,15 
suspen- 24 0,5 — 0,4 _— 0,7 
sion 72 0,9 — 0,6 — 1,15 
b) Pulver- | 6 0 0 } 0 0,05 0 
digestat- | 24 0 0,35 0 0,3 0,05 
losung 72 0 0,65 0,05 0,55 0,05 
c) Pulver- | 6 0 0 0 0,05 0 
digestat- | 24 0 0,25 0 0,2 0 
bodensatz | 72 0,05 0,4 0 0,45 0 








4). Nach Aufbewahrung dieses Praparats bei ph 6,4 (37° C 15 Std.) verlor 
es seine Ereptaseaktivitat, behielt jedoch merkwiirdigerweise die Katheptase 
in unaktivem Zustand bei, da es nur erst nach Cysteinzusatz Gelatine- wie 
Peptonhydrolyse bei ph 4,5 erwies (Tabelle 4). 

Auch die Essigfallung, die durch die Aceton-Ather-Methode getrocknet 
wurde, zeigte eine fast gleiche Aktivitat wie die Essiglésung in der Tabelle 4 
(Tabelle 5). 

Hier sei besonders hervorgehoben, dass nach Digestion bei ph 5,5, (37° 
C 15 Std.) sich die Digestatlésung und der Digestatbodensatz ebenso wie das 
Digestat der eben beschriebenen essigléslichen Fraktion verhielten. Hier 
trat auch die von Ereptase befreite Katheptasewirkung erst nach der Cystein- 
aktivierung auf (Tabelle 5). 

Tabelle 6. 
Proteasenaktivitat des Sodaextraktes des wasserunléslichen Teils der Leber. 


Den Riickstand des Wasserextraktes der ausgespiilten Schweineleber extrahierte man weiter 
mit der 4fachen Volummenge 0,2%iger NagCO,-Lésung, kolierte ihn durch Gaze und wiederholte 
diese Prozedur noch zweimal nach Zentriefugieren und unterzog das gemischte Kolat der Essig- 
fallung bei ph 4,5, wie dies bei dem Wasserextrakt der Fall war. 


340 M. Hino 


Die obere Flissigkeit (a) wurde von dem abzentrifugierten Bodensatz (b), der durch die Aceton- 
Ather-Methode getrocknet wurde, getrennt, bei 35-37°C eingeengt und dann bei ph 6,5 mit Metha- 
nol-Aceton versetzt. 

Die dabei erzielte Ausfallung wurde dann getrocknet und pulverisiert. 

Versuchsansatz: 2 ccm 2%ige Suspension des essigléslichen (a) oder des essigunléslichen 
Pulvers (b)+10 com 4%ige Substratlésung+10 ccm Puffer+ Toluol. 





Aciditaétszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 




















Zeit ph 4,5 ph 8,0 
Enzyme (st) . 
Gelatine K C (1,8%) | Pepton K (1,8%) Pepton K (1,8%) 

6 0 0 0,1 

a) Essiglésung 24 0,5 0,25 0,5 
72 0,75 0,45 0,85 

6 0,05 0 0,1 
b) Essigfallung 24 0,45 0,2 0,45 

72 0,65 0,35 0,7 








Den wasserunléslichen Riickstand in der Tabelle 4 extrahierte Verf. 
weiter mit 0.2%iger Sodalésung und kolierte den Extrakt, den man der 


Versuch 3. Hirnproteasen. 
Tabelle 7. 


Proteasenwirkung der Hirngewebe des Scheins. 


Grosshirnbrei wurde mit der dreifachen Volummenge Glycerin-Wasser (1 : 1) gut zerrieben, 
durch Gaze koliert und unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt. Zur Aktivierung wurden 2 
ccm Mazeration mit 2 ccm 0,2 Mol-Cystein HCl (neutralisiert mit 5%iger NaOH) bei 37°C (30 
min) stehen gelassen und bei den Versuchen verwendet. Zur Kontrolle wurden 2 ccm Mazeration 
mit 2 ccm Wasser ohne Cystein benutzt. 

Versuchsansatz: 10 ccm 1 oder 2%ige Substratlésung+4 ccm Enzym-Cystein (oder Enzym- 
Wasser)+8 cam Puffer-+ Toluol. 





Aciditaétszunahme in 4 ccm Digestat 









































Ohne Cystein 
Substrate — ph 
(st) ] 

40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 7.5 | 80 | 90 
Casein 6|o]|of]ofofofojlflolf @{ of o 
Hammarsten]| 24 | 0 | 0,25 | 0,1 | 0,05] 0,05| 0 | 0 | 0 | 0 | 0 
(0,9%) | 72 | 0,05 | 02 | 0,15 | 0,05 | 005 | 005} 0 | 0 | 0 | 0 
Geltine | 6 | 0 | 0 | o | o | o | of of of of o 
KC | 24/01 |01 |o05} 0 | 0 | o | o| of o | 0 
(1,8%) | 72 | 0,1 | 0,15 | 005 | 005/005} 0 | o | © | 0 | o 
Pepton- | 6 | 0 | 0 | 0 | 0,05 | 0,05 | 005 | 005| 005| 0 | 0 
Witte | 24 | 01 | 01 | 01 | 015 | 025 | 035] o4 | 04 | 0,35 | 02 
(09%) | 72 | 025} 03 | 03 | 035 | 05 | 055 | 06 | 065! 0,5 | 0,25 
Pepton | 6 | 0 | 0 | 0 | on | oa | os [or | on | 005! 0 
K 24 | 0,15 | 0,15 | 0,15 | 0,3 | 04 | 045 | 045 | 05 | 0,35 | 0,25 
(18%) | 72 | 03 | 025] 03 | 05 | 05 | 06 | 0,65 | 0,65 | 0,45 | 03 





























—_— > G&H > tet =e eet rn 


Aa ® w 
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Proteasenwirkungen der ausgespiilten Leber 





Essigfallung bei ph4,5 unterzog. Diese Essigfallung trennte man 
durch Zentrifugieren in Niederschlag und Lésung. Diese beiden 
Fraktionen erwiesen sich auch ereptisch wie katheptisch als aktiv 
(Tabelle 6). 

Zuletzt seinen hier systhematische Versuche mit Hirnmazeration (Sch- 
wein) besprochen, da in der anderen Mitteilung (Hino, 1943)* kurz iiber 
eine minderwertige Katheptase und eine schwach positive Ereptase der Hirn- 
gewebe berichtet worden war. 

In Grosshirnmazeration hat Verf. nur eine Ereptasewirkung mit Sicher- 
heit bewiesen, da die Hydrolyse des Peptons und Diglycins bei ph 7,8 
beobachtet wurde, wahrend die Peptonspaltung keinen deutlichen optimalen 
Punkt bei saurer Reaktion und auch keine besondere Cysteinaktivierung 
zeigten. Dadie Caseinhydrolyse bei saurer Reaktion trotz des Cysteinzusatzes 
sehr minderwertig war, mag diese schwache Peptonspaltung bei saurer Reak- 
tion von der abgeschwiachten Ereptasewirkung herrihren. 

Hier sei auch besonders darauf hingewiesen, dass nur Chloracetyl-l- 
leucin durch das Hirnenzym bei ph 7,8 angegriffen wurde, nicht aber Ben- 
zoylglycin, Benzoyldiglycin und Chloracetyl-J-Phenylalanin, wie dies 
auch bei der gut ausgewaschenen Diinndarmmucosa beobachtet wurde, 
was vielleicht wohl eine besondere Halogenacylase dieser Gewebe vermuten 
lasst. 


Tabelle 7. Fortsetzung. 


- 





(ccm 0,1 n-NaOH) 








Mit Cystein 
























































ph 

4,0 4,5 | 50 | 5,5 | 6,0 | 6,5 | 7,0 7,5 8,0 9,0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0,05 | 0,1 0,05 | 0,05 | 0,05 0 0 0 0 0 
0,05 | 0,2 0,2 0,15 | 0,05 0 0 0 0 0 
0 0 0 | oOo 0 0 0 0 0 0 
0,1 0,1 0,05 | 0 0 0 0 0 0 0 
015 | 015 | O1 | 0,1 0,05 0 0 0 0 0 
0 | oO 0 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 0 
0,15 | 015 | 015 | 025 | 03 0,4 0,4 0,45 | 0,35 0,15 
04 | 035 | 03 04 | 05 0,55 | 0,65 | 0,7 0,55 0,25 
go eure 0,05 0 | 005 | 0,1 0,1 01 | o1 | 0 
0,2 0,2 0.2 | 035 | 04 0,45 | 05 0,55 | 0,35 0,25 
0,4 | 055 0,7 0,75 
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Tabelle 8. 


Peptidasewirkung der Hirngewebe des Schweins. 


Versuchsansatz: 4 ccm Hirnmazeration (in der Tabelle 7)+18 ccm 0,05 Mol-Peptid-Puffer- 
lésung+ Toluol ; digeriert bei ph 7,8 und 37° C. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 7,8 (ccm 0,1 n-NaOH) 




















Zeit Benzoyl- Benzoyl- ; : Chloracetyl- | Chloracetyl- 
(st) glycin diglycin Glycylglycin ]-leucin |  1-phenylalanin 
5 0,05 0,05 0,95 | 0,15 0,05 
24 0,1 0,05 1,15 0,45 0,1 
72 0,15 0,05 1,35 0,75 0,1 
Zusammenfassung. 


1) In der vorliegenden Arbeit hat Verf. die Proteolysewirkung der 
Mazeration der ausgespiilten Schweineleber studiert. Die katheptische Wir- 
kung derselben trat optimal bei ph 4—4,5, wie die der gew6hnlichen Mazera- 
tion auf. Diese Enzymwirkungen wurden durch Hitze bei 60° C vernichtet; 

Durch das Saure- oder Alkali-Verfahren konnte Verf. auch eine Unter- 
scheidung zwischen Katheptase und Ereptase dieser Mazeration ausfiihren. 

2) Den Wasserextrakt dieser Lebergewebe unterzog man der Essig- 
fallung bei ph 4,5 und teilte ihn durch Zentrifugieren in eine essiglésliche und 
in eine andere essigunlésliche Fraktion. Diese beiden Fraktionen verhielten 
sich als Ereptase wie Katheptase aktiv, welche sich aber zuvor als unaktiv 
erwies und erst nach Cysteinzusatz aktiviert wurde, falls dieselbe von der 
Ereptase durch Digestion bei sauger Reaktion (ph 4,5 bzw. 6,4 bei 37° C 15 
Std.) getrennt wurde. 

3) Ferner extrahierte man den oben beschriebenen in Wasser unlés- 
lichen Teilder Lebergewebe mit 0,2%iger Sodalésung und unterwarf diesen 
Extrakt der Essigfallung bei ph 4,5. 

Diese hier erhaltenen essigfaltbaren wie essigléslichen Teile erwiesen 
sich auch als ereptisch und katheptisch aktiv. 

4) Die Mazeration des Schweinehirns grtiff bei ph 7,8 Pepton, Diglycin 
und Chloracetyl-l-leucin an, nicht aber Chloracetyl-l-phenylalanin, Benzoyl- 
glycin oder Benzoyldiglycin. Diese Aktivitat ahnelt derjenigen der ausgewa- 
schenen Darmmucosa. Die Hirnkatheptase-Wirkung erwies sich als sehr 
minderwertig. 





Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens gedankt fiir die Ge- 


wahrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. S. Utzino. 
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Uber das Proteolysensystem mit Substrat-Enzym-Albumin. 


Il. Mitteilung. 
Proteolysensystem mit Protein-Mucosamazeration-Albumin. 


Von 
Masanosuke Hino. 
(A SF he Zz Bh) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Fakultat der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
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Nach der Arbeit von Itzioka (1936) und dann auch von Matsuo 
(1941)* ist die proteolytische Einstellung des Darmsaftes ganz anders als die 
der Mucosamazeration, die 6fters als Material bei den Enzymversuchen zur 
Verfiigung stand. Die Proteinasewirkung der Mazeration der Darmmucosa 
sollte nach den Untersuchungen von Waldsch midt-Leitz und Mitarbeitern 
(1925, 1927)® von dem Pankreasenzym herriihren, das in der Mucosaschicht 
vorher adsorbiert wurde. 

Hier ist besonders die Angabe Matsuos (1941) zu erwahnen, dass 
die Proteinaseaktivitat des Darmsaftes, der nur eine schwache Caseinhydrolyse 
bei lang dauernder Digestion entfalten kann, durch Zusatz dialysierter Albu- 
minlésung in sehr verstarktem Masse auftrat. In diesem System mit Substrat- 
Enzym-Albumin konnte Matsuo auch eine deutliche Hydrolyse der anderen 
resistenten ProteinkGrper als Casein bestatigen. 

Um diese Beobachtungen noch weiter nachzupriifen, wurde das Studium 
mit der Mucosamazeration in Angriff genommen, die einmal aus nicht gut 
ausgewaschener ein andersmal aus gut ausgewaschener Mucosa bereitet 
wurde. Hier wurde auch die dialysierte Eieralbuminlésung (Merck) nach der 
Angabe Matsuos einer Priifung unterworfen. 

Es ergab sich, dass durch wiederholte Ausspiilung der Diinndarmsch- 
leimhaut des Schweins die Proteinasewirkung fast vollstandig verloren ging, 
obwohl die Caseinhydrolyse nur in schwachem Grade noch lang dauernder 
Digestion auftrat, wie sie bei dem Hundedarmsaft der Fall war, wahrend die 
Mazeration mit ungeniigend ausgespiilter Darmmucosa noch eine deutliche 
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Substrat-Enzym-Albumin 


Versuchsteil. 
Tabelle 1. 


Proteasenwirkung der Diinndarmmucosa des Schweins nach 
einfacher Ausspilung. 


Die Oberflache der Dinndarmschleimhaut spiilte man nur einfach durch Eingiessen von Wasser 
aus und kratzte sie mit einer Glaskante aus. Diesen Mucosabrei zerrieb man in einem Mérser mit 
der dreifachen Volummenge Glycerin-Wasser (1: 1), kolierte die Mazeration durch Gaze und be- 
wahrte sie unter Toluol im Eisschrank auf. 

Versuchsansatz: 2ccm Mazeration+10 ccm 2%ige Eiweisslésung+ 10 ccm Phosphatpuffer+ 
Toluol ; digeriert bei 37° C und bei ph 7,8. Formoltitration in 4 ccm Digestat. Kontrolle mit 
Enzympuffer ohne Substrat. Abzug der Kontrollwerte. Tabellenangabe der korrigierten Werte. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 7,8 (ccm 0,1 n-NaOH) 








Zeit | Pepton Casein Gelatine | Eieralbumin | Serumalbumin : — 
(st) K (Hammarsten)| KC (Merck) (Merck) Edestin | Fibrin 
5 0,65 0,15 0,15 0,05 0,05 0,05 0,1 
24 1,05 0,6 0,8 0,05 0,05 0,2 0,2 
72 1,35 1,45 1,9 0,1 0,1 0,35 0,3 














Proteinasewirkung auf Casein, Gelatine, Edestin oder Fibrin zutage bringen 
konnte. 


Tabelle 2. 


Proteasenwirkung der gut ausgewaschenen Diinndarmmucosa (Schwein). 


Nach sorgfaltig wiederholter Ausspiilung der Oberflache der Diinndarmmucosa unter leichter 
Wegrcibung des Sekretsaftes oder Schleims mit den Fingern kratzte man die Schleimhautschicht 
aus und bereitete die Mazeration wie in der Tabelle 1. 

Versuchsansatz: 2 ccm Mazeration+20 ccm 0,05 Mol Peptid (als Na-Salz)- oder 1%ige 
Substratpufferlésung+ Toluol ; digeriert bei ph 7,8 und 37°C. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 7,8 (ccm 0,1 n-NaOH) 














= | a ' 1 & 
5| °< § | €. 4 a 
oi“ iss| * Ea | 2% < eo | $3 
sig oa Ss a0 | S& & Oo 28 os 
~~ i -# £&/ 2s | $2 = § = e323 => 
$| 6 SG) & f= | 52 3 = 2 | az | as 
N | a | cf | 5 in 3 om 2) s) OG 
5 | 03 | 005| 0 0 0 0,05 | 0 135 | 03 | 0,1 
24 | 075 | 025| 015 | 01 | Of | 0,05 | 0,1 175 | 095 | 0 
72} 095] 05 | 04 | o1 | of | 005 | o1 | 19 | 13 | op 

















Nach wiederholter Ausspiilung zeigte die Mucosamazeration nur eine 
minimale Aciditaétszunahme bei 24stiindiger Digestion mit Casein oder 
Gelatine bemerkt, eine schwach positive bei 72stiindiger Digestion. Unter 
Zusatz dialysierter Albuminlésung konnte die durch Auswaschen unaktiv 
gewordene Mazeration eine deutliche Aktivitat gegeniiber Eiweissk6rpern, 
wie Casein, Gelatine, Edestin oder Fibrin zeigen, nicht aber Albumi- 
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nen gegeniiber. Die Hydrolyse des Caseins oder der Gelatine durch das 

mit dialysiertem Albumin zugesetzte System erreichte einen solchen hohen 

Grad, wie die durch die Mazeration mit ungeniigend ausgespiilter Mucosa. 

Die Peptonspaltung schien aber fast nicht durch Albuminzusatz beeinflusst 

zu werden, wie dies auch bei den Versuchen mit dem Darmsaft-Albumin 
eobachtet wurde. 


Tabelle 3. 
Proteasenwirkung des Substrat-Enzym-Albuminsystems. 


Versuchsansatz: 2 ccm Mazeration+10 ccm 2%ige Substratpuffer-+5 ccm dialysierte Eier- 
albuminlésung-+5 ccm Puffer+Toluol. Eine 2%ige Eieralbuminlésung (Merck) dialysierte man 
unter Toluol in einem Kollodiumsack gegen fliessendes Wasser eine Woche lang und 5 ccm dieser 
dialysierten Albuminlésung wurden dem Digestionsansatz mit der Mazeration, welche aus gut aus- 
gewaschener Diinndarmmucosa bereitet worden war und in der Tabelle 2 verwendet wurde, hin- 
zugefiigt. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 7,8 (ccm 0,1 n-NaOH) 








Zeit Casein . Eieralbumin | Serumalbumin Se: eae 
(st) Pepton K (Hammarsten) Gelatine K C (Merck) (Merck) Edestin | Fibrin 
5| 0,25 0,2 0,25 0 0,05 0,05 | 0,05 
24| 0,7 0,9 0,9 005 | Of 0,1 | 0,2 
72 1,0 1,5 1,8 0,05 0,15 0,2 | 0,6 














Auf Grund dieser Beobachtungen méchte man wohl eine Ausschaltung 
der Proteinasewirkung der Mucosamazeration durch Auswaschung annehmen. 
Und durch diese durch Albumin-Zusatz verstarkte Proteinaseaktivitat der 
Mucosamazeration, die mit gut ausgewaschener Mucosa bereitet wurde, hat 
Verf. weiter die Beobachtung Matsuos bestatigt. 

Hier soll nicht unerwahnt bleiben, dass diese proteinaseunaktive Mazera- 
tion noch imstande ist, Diglycin und Chloracetyl-l-leucin in starkem Grade 
aber Chloracetyl-l-phenylalanin nur in fraglichem Masse anzugreifen. Diese 
Resultate mit der Mazeration gut ausgewaschener Darmmucosa stimmen 
gut beziiglich derjenigen mit dem Darmsaft iiberein, und man kann wohl 
unter dieser Mazeration die eigentliche Proteolyse des Darmsaftes verstehen. 


Tabelle 4. 
Kontrollversuche mit dialysierter Eieralbuminlésung. 


Um die Selbstverdauung oderirgend eine Proteasenwirkung der dialysierten Eieralbuminlésung 
auszuschliessen, wurden die folgenden Ansatze mit der Mazeration aus gut ausgewaschener Mucosa 
(Tabelle 2) und mit dialysierter Eieralbuminlésung (Tabelle 3) gepriift. 

a) 2 ccm Mazeration+5 ccm dialysierter Eieralbuminlésung+15 ccm Phosphatpuffer+ 
Toluol. 

b) 10 ccm 2%ige Pepton K- Lésung+-5 ccm dialysierter Eieralbuminlésung+7 ccm Puffer+- 
Toluol. 

c) 10 ccm 2%ige Caseinlésung+5 ccm dialysierter Eieralbuminlésung ohne Enzym+7 ccm 
Puffer+ Toluol. 
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Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat bei ph 7,8 (ccm 0,1 n-NaOH) 














Dialysierte Eieralbuminlésung 
st a) mit Mazeration b). mit Pepton K ¢) mit Casein 
P \ Hammarsten) 
5 0 0 0 
24 0 0 0 
72 0,1 | 0 0,05 
Zusammenfassung. 


1) Nachdem man die Oberflache der Darmmucosa mit Wasser gut 
ausgespilt hatte, zeigte die Mazeration der Mucosa nur eine sehr schwache 
Aktivitat auf Casein und Gelatine nach langfristiger Digestion, gar nicht aber 
auf Edestin oder Fibrin, wahrend die gew6hnliche Mazeration der nicht aus- 
gespiilten Darmmucosa sich als proteolytisch aktiv.gegeniiber genuinen 
Eiweisskérpern erwies. Merkwiirdigerweise wurde diese unaktive Mazera- 
tion durch Zusatz von dialysierter Albuminl6sung (Merck) deutlich gegentiber 
diesen Eiweisskérpern aktiviert. 

2) Die Peptonhydrolyse schien aber fast nicht durch Albuminzusatz 
beeinflusst zu werden. Die Mazeration der ausgespiilten Mucosa griff neben 
Pepton und Diglycin noch Chloracetyl-l-leucin, fast nicht aber Chloracety]-l- 
phenylalanin an. Diese Beobachtungen stimmen gut mit denjenigen von 
Matsuo (1941)" bei Versuchen mit dem frischen Darmsaft des Hundes tiber- 
ein. 





Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens gedankt fiir die Ge- 
wahrung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. S. Utzino. 
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On the Qualitative Change of Human Milk Fat in 
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The Relation between Arakawa’s Reaction and Iodine Number 
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Introduction. 


In a preceding paper” of mine (Cf. 176th Report of the Peroxidase Reac- 
tion), I made an investigation into the relation between Arakawa’s reaction 
and the quantitative variation of human milk fat, and found that milk fat 
was generally high in amount in the milk of an Arakawa-negative mother 
and low in that of an Arakawa-positive* case. In the present contribution, 
I want to report on the qualitative variation of human milk fat and its rela- 
tion to Arakawa’s reaction. 

Besides the well known influence of vitamin B, on the carbohydrate 
metabolisms in vivo, the relation between the vitamin and fat metabolism is 
one of the recent topics of biological chemistry. It has long been known 
that lipenia is observed in beriberi and in experimental B,-avitaminosis both 





1) Y. Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., 1944, 47, 134. 

*  Arakawa-positive may be used in two different senses. One of these is: Arakawa- 
positive in a biochemical sense. A sample of human milk is said to have become Arakawa-positive, 
when it becomes blue on the addition of Arakawa’s reagent. Here it means that the sample is 
not negative to Arakawa’s reaction. The other of these two senses is : Arakawa-positive in a 
clinical sense. A sample of human milk is clinically Arakawa-positive only when it shows such a 
reaction as ++ or ++ in one minute of the addition of Arakawa’s reagent. Another sample of 
human milk may be Arakawa-positive in the first described sense, but yet clinically negative. A 
normal Arakawa-positive milk is of the intensity : (++)1’ (H+)2’ (4+)3’ (H#4)4 (#4)5. A strong 
Arakawa-positive milk is of the stronger intensity. 
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in human as well as in animals*®, In 1929, Evans and Lepkovsky” 
published the sparing action of fat on vitamin B and continued to maintain 
the theory in several later reports®. On the other hand, McHenry® re- 
ported on the synthesis of fat from carbohydrate in vivo by an aid of vitamin 
B. In 1940, Longenecker and his associates™ observed in rats fed on 
B-avitaminotic diet an increase of the iodine number of the total lipid fatty 
acids in both body and liver. 

As is repeatedly shown by a number of papers from our Laboratory 
(Cf. Reports of the Peroxidase Reaction), human milk negative to Arakawa’s 
reaction is generally a milk froma B,-avitaminotic body. Then it is quite 
natural to suspect of the existence of a difference of the nature of milk fat 
according to the intensity of Arakawa’s reaction. Hence, my present 
study on the relation between the iodine number of milk fat and Arakawa ’s 
reacton of human milk. In spite of a rather wide survey over the literature, 
I was unable to find any report, within my reach, on the relation between the 
nature of milk fat and B,-avitaminosis. The present paper of mine is perhaps 
the first paper dealing with the problem in question. 


Method and Materials. 


1. Method of iodine number determination: My own micro method 
with 1.0 c.c. of milk was used. It was described in a preceding paper™ 
(Cf. 28th Report on Micro Method). 

2. Materials: Milk samples were taken from mothers of sick or heal- 
thy infants who visited our dispensary or who were admitted to our Depart- 
ment. About 5 to 10 c.c. or more of milk obtained before nurs- 





2) T. Ogata, S. Kawakita, H. Oka and S. Kagoshima, Nisshin-igaku, 1921, 10, 761. 
3) Ts. Sakamoto, Y. Shinoda, T. Nishikata, M. Hosoya and K. Tadenuma, 
Tokio Igakkai Zassi, 1922, 36, 1405. 
4) J.A.Collazoand G. Bosch., Biochem. Ztschr., 1923, 141 370. 
5) K. Tsuji, Iji-shimbun, 1924, No. 1141, 654. 
6) S. Ozawa, R. Iwatsuru, S. Hosokawa and M. Kusunoki, Iji-shimbun, 1924, 
No. 1143, 753. 
7) H.M. Evans and S. Lepkovsky, J. Biol. Chem., 1929, 83, 269. 
8) H.M. Evansand S. Lepkovsky, Ibid., 1932, 96, 165 and 179. 
H. M. Evans and S. Lepkovsky, Ibid., 1932-33, 99, 235 and 237. 
H. M. Evans and S. Lepkovsky, Ibid., 1934, 107, 429 and 439. 
H. M. Evansand S. Lepkovsky, Ibid. 1935, 108, 439. 
9) E.W. McHenry J. Physiol., 1937, 89, 287. 
10) H. E. Longenecker, G. Gavin and E. W. McHenry J. Biol. Chem., 1940, 134, 
693. 
11) Y. Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., 1944, 47, 34. 
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TABLE I. 


Grouping of cases according to the intensity of Arakawa’s 
reaction of human milk. 





Intensity of Arakawa’s reaction of human milk 


























Group Arakawa-positive or-negative in clinical Eapeunes wah age 
sense One side the other side 
|g (HY 
I Arakawa-pusitive case (normal case) (Ht) 1” | { (+) 1’ 
; (4+) 1’ | (+)1’ 
(H+) 1’ (+)1’ or (—)1 
1 Arakawa-negative case (or case with better (44)1/ { (+)1% (2) 
intermediate Arakawa’s reaction) or (—)1’ 
(+)1’ (+)1’ 
(+)1’ (—)1’ 
Ul Arakawa-negative case (or case with worse (+)1’ (x)1’ or (—)1’ 
intermediate Arakawa’s reaction) v (—)1’ (+)3/ 
(—) (—) (+)5 
IV Completely or almost completely Arakawa- (—)5’ (+)5’ 
$ / oe. Lid 
negative case (—)5 (—) 








Ww 
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9(+) . 
10(+) 
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[IV 1) LPR ARR REAR 
[lA + +++ +44 
[HHH +++ +++ Et R++4+4$H 4 
HEE ER ++ E+E EPR ++ E+ $EH# 


eee 22 OO EEC Se 2 8.8 8 eee @ 8 Oe 


TABLE MII. 
Table of signs for showing different Arakawa’s reaction. 
voaexvags 

1. fit stands for H+ ++ H+ ++ ++ 25. 
2. (+4 H + Ht Hh OH Ht 26. 
3. 2(+) . HH it HH 27. 
4. 3(++) é + + +H tr Ht 28. 
5. 4(+) ‘ HHH +H 29. 
6. 5(+) ° HHHH + 30. 
7. 1(+) a +HHHBH *31. 
8. 2(+) » +HHt + 32. 
9. 3(+) . +HH +H # 33. 
10. 4(+) ° +H + 34, 
11 5(+) ° ++HHH 35. 
12 6(+) ++HHH# 36. 
13 7(+) ° ++HHH 37. 
14 8(+) . +++H# 38. 
15 9(+) ° +++HH 39, 
16 10(+) ° ++++H# 40. 
17 11(+) ® +++++ 41. 
18 1(+) ‘ tz+HH + 42. 
19 2(+) ; t+HH # 43. 
20 3(+) ° z+HHH 44, 
21 4(+) " t+++H # 45. 
22 5(+) ° z++HH 46. 
23 6(+) » zt+++H# 47. 
24 7(+) ‘ tz++++ 48. 


Explanation to the table :— 

Take, for instance, the sign: 2(+). This stands for Arakawa’s reaction with the course 
(+4) 1’ (4+)2’ (4)3’ (44)4’ (44)5’. The sign does not express any prompt result of the reaction, 
so the prompt reaction of the sign: 2/(++) may be (—)0’, (+)0’, (+)0 or even (+)0’, but 
this will not matter much, as the result of the reaction in one minute is the most important. 





No. of 
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Iodine Number of Human Milk Fat and Arakawa’s Reaction 






































Taste III. 
Iodine number of human milk fat in Arakawa-positive cases. 
~ ~ , lodine = o in 
. § SEly x Atemys s number of Fat on EI g 4 e| ws $% 
CE l/sSE!] og milk fat ° Swt| &§ O.5 & 
6s | 85 . —— ie S| & 2d he 
Z8| 36 33 4 ¢/SB/1¢/141¢4 ([S3é Si $6 | Su 
81-3 7 idlia@#iala 3 bh & oa |; AS 
1/ I {sx [5¢H)[5(+)] 625] * | 28 | * | 10m | 34y |R>L| Ga 
2 | W | AG. |1(4)}1(4)! 458] 422) 27] 29] 6m | 28y|/R=L| H 
3 | , | O48 {1(H)]1(4)].606/ * | 26] * | 8m] 32y|/R=L| H 
4 |W | K.M. |5(4++) |3(4#)| 684] * | 23 * | 5m | 2y |R<L| D 
5 | » | 8.8. |5(4)/1(+)| 501] 456] 38 | 29 | 14m | 37y|R>L| Pp 
6 | . |S— |1¢+4) 7) 47.7| 50.0} 1.7 | 48 | 6m] 35y |R=L/} D 
7 | » | KS. |1(4)/1(+)| 48.3] 527] 25 | 3.0] 8m | Wy |R=L| G 
8 | IV | KS. |2(4)/2(4)/ 49.0] 481) * | 221494 | 32y |R=L/] V 
9 | , | TM. \2¢4)/5(4)| * | 449] * | 32] 18m] 2y | R=L| An 
10 » | ZK. /2(4)/1(H#)| * | 540) * | 23 | Sm] 32y |R<L} D 
11 | , | KS. |1(+)/2(+)| 59.5] 532] 27] 20]14m| 29y |R>L] An 
12 | » | RS. }1(4){1(44)| 57.2] 55.8) 36] 3.7 | 86d | 23y | RSL] Hp 
13 | , | SA. |1()/1(H+)| 35.4] 46.7) 2.7 | 3.6 | 10m R=L] E 
14 | V |S.S. |5(4+)/5(4)| 562] 603/ 28 | 39]15m] 4ly |R=L/] P 
15 | , | HO. |1(4)|1(4)| 568] 67.0] 20] 33] 14m] 2y|R=L| Bp 
16 | , | HS. |1(+)/1(4#)} 55.5] 563] 21] 3.8] 40d | 43y |R=L]| Pp 
17 | V | NK. {1(#){ * | 706] *-| 63 * 110m | 2y |R>L| Vd 
18 » | BK. /1(4)} * | 57.7] * | 28 * |14m | 28y | R>L{| Hp 
19 | , | ™S. 114) | 1044)! 41.4] 521] 7.0] 7.7 | 9m] 2y | RSL] Rp 
20 » | MS. |2(4)/1(H)| 45.2] 413] 29] 07] 3m| 28y |R=L/| G 
21 | , | WS. |1(+) (4) 57.0| 53.2| 3.7] 33] 6m| 34y |R<L]| D 
22 » | Y.¥. }1(4)|2(+)] 43.0] 406] 3.9 | 29 |13m | 2y |R=L| S 
23 | VI | RS. |1(44)/1(4+)| 48.2] 47.6] 18 | 18] 6m | 2y |R=L| H 
24 | VIE | RY. |1(+)|1(+)| 46.7] 4441 19 | 20] 2m| 2%4y | R=L| G 
25 | , | MS. /1(H)/1(4)] 57.0] 520] 22] 18] 5m] 30y|R>L/] D 
26 |» H.M. | 1(#+) | 1(4+) | 48.7 | 52.6] 2.0 2.3 | 13m | 3ly | R>L D 


























* Not examined. +t Unknown. 

A=Atrophy; Aa=Anginaacuta; Ab= Anomaly of bones; An=Anemia; AT = 
Abdominal tumor; At=Abdominal! tuberculosis. 

B=Bronchitis; B Bronchitis Bd=B,-avitaminotic dyspepsia; Bp=Bronchopneumonia. 

C=Congenital luxation of high Joint, 

D=Dyspepsia; Da = Dystrophia adiposegenitalis; De= Decomposition; Di= Diph- 
theria; Dp=Defect of parietal bone; Dy=Dystrophia. 

E=Empyema pleurae; Ec=Eczema; Ep=Epilepsy. 

F—High fever (without remarkable finding). 

G=Grip; Gd=grippal Dyspepsia. 

H=healthy ; Hf= Hernia funiculi; Hg=Hypogalactia;*’ Hi=Hernia inguinalis; HM= 
Heine-Medin’s disease; Hp=Hypotrophy; Ht=hilar Tuberculosis; Ht=Hydrocele 
testis; Hu=Hernia umbiltcalis. 

I=Infantile beriberi; Im=Impetigo; Ip=Infantile preberiberi. 

J=Jaundice. 

L=Laryngitis; Lc=Lues congenita; Lp=lobar Pneumonia; -Ls=Lymphadenitis sub- 
maxillaris; Lt=Jlatent Tuberculosis; Ly=Lymphadenitis; Lyc=Lymphadenitis colli. 

M=Meningitis ; Mi=Mongoloid idiocy. 

O=Obstipation; Om=Omphalitis. 

P=Pneumonia; Pe=Peritonitis epidemica: Ph=Pharyngitis; Pp=Paraplegia; Ps= 
Pyloric spasmus; Pu=Purpura; Py=Pyelocystitis. 

R=Rickets ; Rh=Rhinitis ; Rp=Rhinopharyngitis. 

S=Stomatitis; Sd=severe Dyspepsia; Sf=Scarlet fever; Sl=suspition of Lues; Sp= 
Sepsis; Sr=Strophulus. 

T=Tuberculosis; Tl=Tuberculosis of lung; Tp=Tetraplegia. 
V=Vomiting; Vd=Valvular disease; WVu=Vulvovaginitis. 
W=Whooping cough. 
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ing* were used for the determination. 

3. Classification of Arakawa’s reaction (Cf. Table 1). 

I divided all the cases into 4 groups according to the intensity of Araka- 
wa’s reaction as in Sh. Kimura’s paper™’. Group 1 was the only group 
which ought to be considered as normal as to the reaction. Groups II, 
III and IV are the groups of negative Arakawa’s reaction: Group IJ—the 
group with the better intermediate Arakawa’s reaction, Group Ill—the 





























Taste IV. 
Iodine number of human milk fat of the better intermediate Arakawa’s reaction. 
. lodine = lo | 
sient le Arakawa’s Fat content | ,| £ | ae 
‘Ss g b- P ce reaction meee ot (%) E | sé 6 § | 88 
a a 5 > & $ 23d ec 
ease es) e la (ale) a]e Eee ee! 32 | as 
JS ee ee ne eee 
1 | mw | KK. | 9(+)] 7(+)| 586] 551] * * |13m | 26y |R=L| Gd 
2 | , | YP. | 4(+)!10(+)) 506] 528] 46] 7.0 | 54d | 5y |R<L| A 
3 | , | ZS. | 5(4+4)} 6(+)} 43.2] 47.2] 44] 40] 9m | 33y |R>L!| Mi 
4 | , | @M. | 4(+)| 2(H)| 458] 532] 3.7] 46] 7m] By | RSL) A 
5 . T.T. | 4(+)) 4(+)| 61.5; 624] 2.6 3.2 | 34d 38y | R<L; A 
6 Ill S.M. | 4(+)} 5(4)] 59.3 | 55.4] 4.7 3.4 |12m | 30y | R=L D 
7 |, | Ca. | 5(#) om 41.9} 586] 20 | 3.7 | 43d | 30y|/R>L| A 
8 | , | 5S | 4(+)] 5(4)] 672) 651] * | 47 | 6m | 4ty | R=L| HM 
9 | , | RL | 7(+)11(+)) 546] 57.6] 21 | 33 | 45d | By | R<L|} D 
10 | IV | TK. | 2(4)) 1(4+)] 498] 542] 23] * | 6m] 42y |R=L] Ls 
11 | , | MS. | 9(+)| 3(4)| 461] 398] 44] 1.7 | 15m] 2y |R<L| Aa 
12 | 5 | HK. | 9(+9| 4(+)| 599] 612] 41] * | 7m] 397 |R=L| Im 
13 “ K.C. | 7(+)| 7(+)} * 67.2 * 4.4 |13m | 29y | R=L D 
14] , | GN. | 6(4)| 6(+)] * | 532] * | 29! 4m R=L/| D 
15 | , | MT. | 2(+)) 3(+)| 521] 48.7] 31 | 3.7 | 2m] 377 |R=L!| G 
16 . G.T. att 2(+-)) 56.4 | 39.4} 4.5 3.0 7m | 3ly | R=L G 
17 | , | GH} 2(+)| 2(4)| 69.0| 63.0) 23 | 23 | 7m| 3ty|R=L} L 
18 | , | MF. | 1(+)/ 1(+)| 676] * | 42] * | 2m] 2y|R=L| Ls 
19 | V | K.W| 4(+)| 4(4)] 582] 484] 46] 3.7. | 21m] 31y|R=L| Rp 
20 | , | ET. | 7(+)| 7(+)| 515] * | 30] * | 3m| 2y|/R>L/| Hg 
21 ‘ H.0. |14(—)) 5(#)) 52.5] 41.8) 3.3 2.5 | 18m | 24y |R<L; HM 
22 . K.A. | 3(#)} 7(+)} 62.5 | 72.5 1.7 6.2 | 14m | 26y | R=L A 
23 | , | SH. | 4(+) at) 655; * | 31] * | 6m| 277|/R=L/ D 
24 . T.T. | 9(+)| 9(+)) 61.6 | 582] 3.0 3.2 7m | 33y | R=L| Lc 
25 | 5 | ON. | 5(4)| 7(+)) 556] 601] 21] 48 | 6m} 28y|R=L| D 
26 » | YT. | 7(+)] 7(+)| 63.9] 620] 5:1 | 39 | 7m] 2y |R=L/ I 
27 | , | KH.| 4(+)| 4(+)/ 47.1] 529] 221 31 | 19m] 35y |R=L| D 
28 Bp T.8. |16(—)| 2'+4)| 51.5 | 37.4 5.1 3.7 5m | 33y | R<L ‘~p> 
29 VII | B.A. | 3(+)} 2(+)} 62.7 | 61.5] 7.0 7.2 | 21m | 3S5y | R=L W 























* Not examined. 





* According to Engel’s paper"), the difference of the iodine number of human milk 
fat was small between milk samples before and after feeding, while the amount of milk fat was 
distinctly high in the after-milk. 

12) St. Engel, Hoppe-Seyler’s Ztschr. f. Physiol. Chem., 1905, 44, 353. 

13) Sh. Kimura, Tohoku J. Exp. Med., 1939, 37, 241. 
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Iodine number of human milk fat of the worse intermediate Arakawa’s reaction. 





No. of 
experiment 
Month of 
experiment 


OCOD Nhwnre 


Sesas 


asww8e#w8# 


dees 


sewsses 


wswwess 


SRORS EM ORM OR OM OR OR ORS Hs PS 
Babe paowe Ene Monee Sung RPO ee PAAR Bae pe 














Arakawa’s 
reaction 


Iodine 
number of 
milk fat 





Fat content 
(%) 








= 
WA ha Saw 
DLLOQ_OoQ_woy Qo 
Nee el ete 


11( 


— 

ae 
, 
+ 

—" 

















3 


Right 


nn 
Uw 
_ 


BSaLABAS SPWHI 


WTS4s aN aN 
 ¢ = Sie .! 
RNuUNb YN *bo& 


DOW-CWONMU ANUOD 
Mae 2? ON 


n 
2%, S33 
pee 


” 
sw 
— OA 
WwWNNDd 


67.8 


NO UWNh- 


«SBBS & PSK ASS, 
Ne Ou 


5 Pe SNH 
DAKRA® NWWAdL 
a 
— 
& 








| Right 
Left 


ad 
> w 
oe eo.& | 


a 
> 


Sin ine ties at O Fle 8 OR 
PW WWinhd > a. wn 


i> > 


YUN NWALU ALKLANN SF KHUN fw UMN BL Ww 
Wo nu *omnr a *ae 
*#iiwa *®aukea nt*oou ** Hwa O* *in COON *® *o*N* Viv * *#* FH HHS 


YAYA R wan 


= pw 


YPwL&wWwW #NWNhd 
FOROU BRODOW *®QRoUkR CADW TD 








— 


=years 


secretion 
Diagnosis 
of infant 


State of 


|Age of mother 
y 


Age of infant 


ese 


HANNA 


Pres Pere eer. SSPE FPeSSS SEP SHS COPS Peer Serre 


IVIVA AAAI I 
4 


> 
>POet Foud< b+ zre UTETO- 


AVIAN 


Kad 
= 


<2 7zE 


o) 





IVIAA Viiv VALVE 
al 


Zz 
uv 


> 
& 














AtVwtAVibdVv onan 


ARAAD AAA A ARARD DOA DARA D DAA AA DAAAAA DPADAA AAAAD DPAAADA 


354 Y. Moriwaki 



















































































51 | , | HG. (13(+)/15(+)) 60.1) 652/ * | 09 | 3m| 2y|R=L/ H 
52 | » | HM. | 5(+)| 7(+)| 47.1| 461 | 34 | 40 | 7m| 32y |R<L| Hp 
53 ” T.K. | + 3(+)} 63.0} 71.3 | 3.7 49 | 13m | 23y | R=L W 
54], |SM| 3(+) st) 64.0} 67.5} 42 |°45 | 55d | 2y |R=L] D 
55 | , | MS. | 4(+)) 4 —)} 85.7| 71,2] * | 22 | 17d | 24y|R>L] I 
56 | VI | K.T. | 2(+)) 3(+)} 60.0| 615| * * | 3m | 27y|R=LIi Ww 
57 | » | N.B. | 9(+)/ 3(+)) * | 65.2] * * | om] 4y |R=L| R 
58 | , | KS. | 7(+)| 7(+)! 77.6) 832! 67/] 15 | 9m] 24y|R=L| B 
59 | VII | MS. | 4(+)| 7(+)) 562 | 71.3 | 4.7 | 5.8 | 18m | 34y | R=L| D 
60 | » | TF. | 7(—)| 7(+)) 637 | 60.0} 5.0 | 42 | 2im | 34y | R=L| S$ 
61 | 5 | MO. |15(+)/15(+)) 71.6 | 720] 5.5 | 5.7 | 2im | 34y | R=L]| Ht 
* Not examined. t Unknown. 
TaBLe VI. 
Iodine number of human milk fat in completely or almost 
completely Arakawa-negative cases. 
mw | ’ Todine iz o | 
Elst i« Arakawa’s b Fatcontent |G »/ £ »-) a. 
‘ss aut "% reaction ang Sond (%) fe oe 2 = Ss $5 
PALME LI ara SIRE SEE KEL EE 
S s & - < vw < va Ey Su, 
Fl2ei2°|} 3/3/8135 |) 3) 3 letilgh| #8 | as 
a4 a4 Se | yg El < 4 
1 | 1 | TBM. |16(—)/14(—-)| 678 { 520] 33 | 31 | 3m| 27 |R=L| B 
2 | WM | KK. 12(—)|14(—)| 641 | 61.2| 34 | 35 | 47d | 23y |R=L/} I 
3 | , | C.T. |14(—)/15(—)} 47.5] 77.6] 09 | 12 | 33d | 2y |R=L]| R 
4 | , | MS. /12(—)/15(-)| 689} 723| * | 60 | 32d | 3y|R=L| O 
5 | , | ¥.8. |16(—)/16(—)) 634 | 489] 4.7 | 2.7 | 25d | 25y |R=L| Rp 
6 a; lt6(—) 16(—)} 67.3 | 623 | 4.8 3.5 4m | 32y | R>L I 
271 » +o her} 16(—)} 51.1 | 40.5] 1.5 2.0 | 47d | 30y | R=L Hi 
8 | , | MT. 16(— i6(-) 68.3 | 731] 50 | 58 |12m| 34y |R=L| Sp 
9 | , | KL /16(—)/16(—)| 689 | 778] 33 | 35] 4m| 30y|R>L/ L 
100 |; » | tT EC —)14(—) 51.2 * 4.1 * | 50d | 2y | R<L/} A+lc 
11 » | KS. |16(—)/16(—)| 77.5 | 63.7 | 7.3 3.4 | 16m | 34y | R<L E 
12 » | KN. |12(—)/16(—)} 55.3 | 65.0] 4.1 8.9 | 13m | 25y | R>L Sr 
13 V | F.O. /16(—)|14(—))} 68.6} 665] 3.8 3.2 6m | 22y | R<L Vd 
14 | , | S.A. |12(—)/16(—)) 83.0} 84.2] 38 | 5.1 | 19m | 24y |R=L| Vv 
15 |» | XW. 12(—))15(—)) 70.2 | 73.7| 5.5 | 58 | 9m | 38y |R>L| W 
! 
16 | » .} wk. 12(—)h2(—) 67.8 | 69.6} 6.0 6.1 | 12m |. 0y | R=L A 
17 | , | KS. |16(—)/16(—)| 47.5] 48.0] 11 | 24 ]}14m] 2y|/R=L/ W 
18 | , | TK. |16(—)/12(—)} 70.0} 69.0] 52 | 35 | 2m] wy |/R=L} A 


* Not examined. 


group with the worse intermediate Arakawa’s reaction, and Group [V—the 
group of completely or almost completely Arakawa-negative reaction. 

4. The intensity of different Arakawa’s reaction was expressed with 
simplified signs (Cf. Table 2). 


Results. 


Data of my experiment are shown in Tables 3, 4,5, 6 and 7. As will 
be seen from these tables, the iodine number of human milk fat is subejct 
to a fluctuation from 35.4 to 85.7, and the average is 58.6 (Cf. Table 7). 








ka’ 


pos 
It), 
lete 
gro 
sen 


mil 
(CE 


we 
1(C 
reac 


iod: 


35.¢ 
mec 


55.¢ 


61.1 
of i 
Ara 


iodi 
40.! 


ave: 
gra 
the 

neg 
The 
bec: 

















Iodine Number of Human Milk Fat and Arakawa’s Reaction 355 


1. The iodine number of human milk fat according to different Ara- 
kawa’s reaction. 

As before noted, milk samples were divided into 4 groups—Arakawa- 
positive milk (Group I), milk of the better intermediate reaction (Group 
II), milk of the worse intermediate reaction (Group III) and milk of comp- 
letely or almost completely negative reaction (Group IV). The latter 3 
groups (II, III and IV) may be called Arakawa-negative group in clinical 
sense. 

As is distinctly seen from Table 7, the average iodine number of human 
milk fat tend to become higher with the weakening of Arakawa’s reaction 
(Cf. the average figures—51.8, 55.6, 61.1 and 64.7—in Table 7). Now, if 
we see into the details :— 

a. The iodine number of milk fat in Arakawa-positive group: Group 
I (Cf. Tables 3 and 7). 

45 milk samples out of 26 nursing mothers with positive Arakawa’s 
reaction on both sides of the breast were examined. The average of the 
iodine number was 51.8. The maximum and the minimum were 70:6 and 
35.4 respectively. 

b. The iodine number of milk fat in the group of the better inter- 
mediate Arakawa’s reaction: Group II (Cf. Tables 4 and 7). 

53 milk samples out of 30 mothers were examined. The average was 
55.6. The maximum and the minimum were 72.5 and 37.4 respectively, 

c. The iodine number of milk fat in the group of the worse intermediate 
Arakawa’s reaction: Group III (Cf. Tables 5 and 7). 

107 milk samples out of 61 mothers were examined. The average was 
61.1. The maximum and the minimum were 85.7 and 41.3 respectively. 

The average of the iodine number of Groups II and III, or the average 
of intermediate reaction was 59.3. 

d. The iodine number of milk fat of completely or almost completely 
Arakawa-negative milk: Group IV (Cf. Tables 6 and 7). 

35 milk samples out of 18 nursing mothers wete examined. The average 
iodine number was 64.7. The maximum and the minimum were 84.2 and 
40.5 respectively. 

The average iodine number of milk fat of Groups II, III and IV or the 
average of Arakawa-negative milk was 60.3. Thus we know that there are a 
gradual increase of the iodine number of milk fat with the weakening of 
the intensity of Arakawa’s reaction and that the iodine number of completely 
negative reaction is distinctly higher than that of Arakawa-positive milk. 
The difference of these two averages amounts td 12.9. This is rather striking, 
because in fact I did not expect so large a difference. 
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TaBLe VII. 


The iodine number of human milk fat according to different 
Arakawa’s Reaction. 














Arakawa-negative milk 
Arakawa- - - All the 
positive Intermediate reaction Completely cases 
milk Better Worse negative examined 
intermediate | intermediate milk 





No. of samples} (45 samples) | (53 samples) | (107 samples) | (35 samples) | (240 samples) 











Maximum 70.6 72.5 85.7 84.2 85.7 
Mirimum 35.4 37.4 41.3 40.5 35.4 
Average 51.8 55.6 61.1 64.7 58.6 


Average (intermediate 
59.3 reaction) 


Qe -) 


Average (negative reaction) 
60.3 








2. Distribution of all the samples according to the iodine number and 
Arakawa’s reaction (Cf. Tables 8, 9 and Fig. 1). 

In Table 8, all milk samples are distributed according to the iodine 
number and Arakawa’s reaction. From the thick-typed figures in Table 
(Table 8), we learn the general inclination: the weaker the Arakawa reac- 
tion, the higher is the iodine number of milk fat. In the Arakawa-positive 
group, the largest percentage of cases comes between 45.0 and 50.0 of the 
iodine number, while, in the completely negative group, it comes between 
65.0 and 70.0 of the iodine number. And the intermediate Arakawa-negative 
cases come between these extremities. Thus, not only the average iodine 
number, but also individual figures are low in many cases of the Arakawa- 
positive group, while in many Arakawa-negative cases individual figures 
are high. 

If we simplify Table 8 (Cf. Table 9), dividing all the milk samples into 
two groups—the group with the iodine number below 60.0 and the group 
with the iodine number above 60.1—, we learn, as will be seen in Table 9, that 
87% of Arakawa-positive cases have the iodine number below 60.0, while 
only 26% of completely negative cases have such iodine number, the majority 
(ca. 74%) being of the number above 60. And the cases of intermediate 
Arakawa’s reaction come between these extremities. The relation will be 
easily recognized, if we give a glance at Fig. 1, graphical presentation of 
Table 9. 


3. Monthly variation of the iodine number according to Arakawa’s 
reaction (Cf. Table 10). 
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TABLE VIII. 


Distribution of all milk samples according to the different value of 
iodine number of milk fat and the different intensity 
of Arakawa’s reaction. 






























































Arakawa-negative milk 
Arakawa- - - All the 
Iodine positive Intermediate reaction Completely cases 
number of milk Better Worse negative examined 
milk fat intermediate | intermediate milk 
Cases Cases | Cases Cases | Cases 
Percentage Percentage Percentage Percentage Percentage 
0 — 40 i 22% S$ 37% 0 0% 0 0% 4 1.7% 
— 45 % tae > + % * ST; 1 29s s <é63, 
— 50 13 29.0 , 7 W2« 7 68% 4114, SS. 129, 
— 55 8 178. 11 208 , 33 985. 3 86, 3 157s 
— 60 10 22.2, 11 208, aS 23 + 1 29, 45 188, 
— 65 3 67, 11 208, 27 25.2, 5 143, 4% 19.2, 
— 70 2 44, 6 113, 19 17.8, 12 344, 39 16.2, 
— 75 2 22,5 ; . 10 94, 4 114, 16 67, 
— 80 0 0 » 0 eS Sis 3 86, —_—: = 
— 85 0 0, 0 2 %3» 2 57. se its 
TABLE IX. 
Table 8 Simplified. 
Arakawa-negative milk 
Arakawa- - . All the 
ae positive Intermediate reaction Completely cases 
number of milk Better Worse negative examined 
milk fat intermediate | intermediate milk 
Cases Cases Cases Cases Cases 
Percentage Percentage Percentage Percentage Percentage 
Below 60,0 39 86.7% 35 66.1% 45 42.0% 9 25.7% | 128 53.4% 
Over 61,1 6 m3. 18 35.9, 62 58.0, 26 74.3. 112 46.6, 














I compiled a table (Table 10), distributing all the milk samples according 
to months from January to June and according to Arakawa’s reaction. As 
the numbers of cases are different in each month, we can not say from this 
table alone that there is a significant monthly variation of the iodine number. 
But if we increase the number of samples, we may be able to see a certain 


seasonal inclination of the iodine number. 


As far as Arakawa ’s reaction 


is concerned, the iodine number is generally lower in the cases of Arakawa- 
positive reaction than that in the cases of Arakawa-negative reaction in the 
same month. The general rule concerning Arakawa’s reaction and the 


iodine number holds true also in this respect. 





. 
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4. The iodine 
number at different 
periods of lactation 
and Arakawa’s re- 
action (Cf. Table 
11). 

As is seen from 
Table 11, the iodine 
number of Ara- 
kawa-positive milk 
and of milk of bet- 
ter intermediate re- 
action showed al- 
most constant 
figure in every 
period of lactation, 
while in the milk 
of the worse inter- 
mediate reaction 
and of completely 
negative Araka- 


Y. Moriwaki 












































Fig. 1. Showing the distribution of all milk samples according 
to Arakawa’s reaction and the iodine number. 
. ee 
3] | 
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wa’s reaction it fluctuates irregularly. In the average of all milk samples, 





























TABLE X. 
Monthly variation of the iodine number according to Arakawa reaction. 
Arakawa-negative milk 
Arakawa- - - Average of 
positive Intermediate reaction Completely all milk 
milk Better Worse negative samples 
intermediate intermediate milk 
Month |2 | F 2 z 
a: oe te 2 Mi 2 3 thE 
ae Seles 38 |. S$ [22 82 [oe 388 
e§ €e/8§ 25/88 £3 /8§ €3 |88 28 
3 = = 56 = 3 7 = 56 S 3S = 
5 Zz > yA > Z > Zz Bd a 
< < < < < 
I 62.5 ( 1 cases) * 61.3 ( 5 cases) 59.9 ( 2 cases)) 61.1 ( 8 cases) 
II 49.5 (3 , )| 53.1 (10 cases} 63.1 (15 , ) * 58.0 (28 , ) 
Il |520 (7 , )574 (8 » 3639 (11 , 626 (4 , } 568 (30 , ) 
IV 50.4 (10 , ) wap {35 » 331 (28 , 363 G7 . 3 M2 CO . ) 
V | 532 (16 , ) 55.6 (18 , ) 621 (37 , 682 (12 , ) 599 (83 , ) 
VI | 479 (2 y . 69.5 (5 ) * es: <7 «3 
VII | 504 (6 » 621 (2 » 659 (6 , ) * 58.7 (14 , ) 





* Idid not come across a single case. 
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the iodine number was high in late milk. And, generally the iodine num- 
ber was higher in the milk of weaker Arakawa’s reaction in every period 


of lactation. 


TABLE XI. 


. . / . . . . 
The iodine number at different periods of lactation and Arakawa’s reaction. 





Arakawa-negative milk 


























Arakawa - - All the 
positive Intermediate reaction Completely cases 
. milk Better Worse negative examined 
Periods of intermediate intermediate milk 
lactation - ~ ~ ~ = 
8 ; . ig ¥ Z 3 
m=months 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 
3 0 s rs) S 13) =] 13) = 13) 
S Pd r= Pod S Pi ro Ba =) fas 
r) ° rs) ° rs) ° a) ° Vv ° 
& 6 & S & 6 & 6S & S 
S 2 = ia ’ Z| 8 &@ 8 2 
3m 50.0 (10) 55.0 (12) 62.5 (32) | 60.4 (15) 58.9 (69) 
6m 51.9 (12) 56.0 (10) 62.1 (28) 68.6 ( 6) 59.4 (56) 
9m 51.0 (5) 55.2 (14) 59.5 (11) | 719 ( 2) 57,4 (32) 
12m 53.8 ( 4) 57.3 ( 2) 56.2 (9) | 69.7 ( 4) 58.7 (19) 
18 m 52.6 (14) 55.1 (9) 62.1 (16) | 59.5 ( 6) 57.4 (45) 
Over 19m ( 0) 55.1 ( 6) 62.5 (11) | 83.6 ( 2) 62.5 (19) 





5. The iodine number according to the age of mothers and Arakawa’s 


reaction (Cf. Table 12). 


It can be seen from Table 12 that the iodine number of milk fat fluc- 
tuates irregularily, though the range of fluctuation is rather samll, if we 
observe it separately according to the intensity of Arakawa’s reaction. But 


TaBLeE XII: 
The iodine number of milk fat according to the age of mothers and 
Arakawa’s reaction. 








Arakawa-negative milk 























Arakawa- - Average 
positive Intermediate reaction Completely of all 
milk- Better Worse negative cases 
Age of intermediate | intermediate milk 
mother ~ -_ os “ 
& 8 | S 8 S 3 SB 8 S ¢ 
er g 3 5 8 g 8 § 8 8 
c we = i — mH o _— — wo 
v ° 3) = rs) ° ev ° e lo) 
A: a 3 | 3 § 3 & 3 
P Z 3 Z 3 Zz 3 Z 8 Z 
Under 25 y 50.7 (10) 53.4 ( 64.5 (25) 66.0 (10) 60.6 (52) 
26 y—30 y 52.1 (16) 56.5 (21) 60.7 (33) 61.6 (17) 58.2 (87) 
31 y—35 y 53.1 (11) 53.0 (14) 60.1 (23) 68.7 ( 6) 57.7. (54) 
36 y—40 y 47.8 (2) 57.0 ( 7) 57.0 (15) 71.9 ( 2) 59.2 (26) 
Over 41y | 57.1 (4) | 571 (4) | 591 (7) * (0) | 601 (15) 
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if we see all the cases as a whole, it seems to be higher in younger mothers 
under 25 years and in aged mothers above 41 years. 

The lowest value (57.7) was observed in the mothers between 31 and 35 
of age. 

6. The iodine number of milk fat and different Arakawa’s reaction 
in one and the same mothers (Cf. Table 13). 

There were 81 cases of mother in all who secreted milks of more or less 
different Arakawa’s reaction on the different sides of the breast. But the 
number of cases in which I estimated the iodine number on both sides of the 
breast was 69. As is seen from Table 13, 75.5% of all the cases showed the 
higher iodine number on the weaker side of Arakawa ’s reaction in one and 
the same mothers. 


TABLE XIII. 


The iodine number of milk fat and different Arakawa’s reaction in one 
and the same mother. 





























Arakawa-negative milk 
Arakawa- Intermediate reaction All the case 
positive - Completely examined 
milk Better Worse negative 
intermediate | intermediate 
Gow -———— OOOO - —— —_——_— 
7) 7) a | ow a ‘ 
S 3 § $ i § S $ S $ 
oe EP opg €o be Both A 
A* | 3 (60.0 %)| 14 (82.5%)| 27 (71.0 %) 8 (89.0%)| 52 (75.5%) 
| | 
Bt | 2 Wee. 3 GIS. MU 0.) + (60. ) 17 Gs.) 





* A=Number of cases in which the iodine number of milk fat was higher on the weaker 
side of Arak awa’s reaction in one and the same nursing mother. 
+ B=Number of cases in which the iodine number of milk fat was higher on the stronger 
side of Arakawa’s reaction in one and the same nursing mother. 
‘ 
7. The iodine number of milk fat with very different Arakawa’s 


reaction on different sides of the breast (Cf. Table 14). 

There were 6 cases with a great difference of Arakawa’s reaction on 
different sides of the breast in one and the same mothers. Table 14 shows 
that the average of the positive side milks is 48.3 in the iodine number and 
that of the negative side milks is 60.3. And all the milk samples of the weaker 
side of Arakawa’s reaction showed the higher iodine number without ex- 


ception. 
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TABLE XIV: 


Iodine number of milk fat with very different reaction on different 
sides of the present. 























1 Arakawa’s reaction Iodine number of milk fat 
No. of ae 
—— Positive side | Negative side | Positive side | Negative side 
1 C.A. 5 (+) (R) | 16 (—) (L) 41.9 58.6 
2 H.O. 5 (4) (L) | 14 (—) (R) 41.8 52.5 
3 T.S. 2 (4+) (L) | 16 (—) (R) 37.4 51.5 
4 T.S. 5 (+)(R) | 16 (—) (L) 51.2 69.5 
5 A.T. 5 (+) (L) | 16 (—) (R) 61.8 63.8 
6 K.K. 1 (Ht) (R) | 16 (—) (L) 55.6 66.1 
Average... 48.3 60.3 
* (R)=Right. 
t (L)=Left. 


8. The iodine number of milk fat and the amount of milk fat (Cf. 
Tables 3, 4, 5, 6, 15 and 16). 

In Table 15, I tabulated the iodine number according to the amount of 
milk fat. As will be seen from Table 15, cases with less fat showed smaller 
figures of iodine number while ones with more fat showed larger figures 
of it, even if we discard the columns with only a few cases or only one case. 
In other words, the iodine number of milk fat tends to become higher with 
increase of the amount of milk fat. This may be quite natural if we reflect 
upon my own report in a preceding paper in which I have shown that the 
fat content of milk is in generally higher in Arakawa-negative milk than that 
in Arakawa-positive milk. In table 16, a diagram showing.the relation be- 
tween the percentage and the iodine number of milk fat is presented. 


TABLE XV. 


Relation between the iodine number and fat content of milk. 








No. of | 
ame 1 3 14 | 47 61 40 22 11 7 1 
Fat over 


content ~0.9) 1.0~1.9 | 2.0~2.9 | 3.0~3.9 | 4.0~4.9 | 5.0~5.9 | 6.0~6.9 | 7,0~7.9| 8.0 
(%) 





Iodine | 
number | 51.3 55.6 53.9 58.8 58.7 65.1 68.9 58.3 65.1 


























Literature and Comment. 
As is widely known, human milk fat is smaller in the amount of lower 
volatile fatty acid and higher in the amount of oleic acid than cow’s milk 
fat. Though oleic acid(with one double bond).is the chief component of 
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unsaturated fatty acids in milk TABLE XVI. 

fat, it is also known that there Diagram showing the relation between the 
are also other kinds of un- percentage and the iodine number of 
saturated fatty acid. For in- milk fat. 

stance, according to Bos- 85 

worth™, there are also 80 

decenoic (C,,H,,O,), tetra- - 

decenoic (CyH,O,), and | 

hexadecenoic (C,,H,O,) acids 3 ” 

as unsaturated ones with 5 65 

one double bond and linolic { ¢ 

(C\sH,,0,) acid with two 3 

double bonds. The existence 55 

of some highly unsaturated [ 50 

acids was suggested by the g 

same author. As to the es 





detailed study of the iodine | 
number of human milk fat, 
there are only a few studies 
in the literature except En- 
gel’s paper!#)#5-1), which were however of rather old date (1905—1910). 
According to Engel’s™ paper:— The difference of the iodine number 
of milk fat between human milk before and after feeding is not remark- 
able, while there is, according to him, great difference in the amount of fat 
between before and after feeding. He’* further states that the iodine num- 

er shows an individual variation within a certain range but daily variation 
of the iodine number in one and the same body is not remarkable, if she 
takes ordinary mixed diet. In the milk from lanky* wet nurse, Engel’ saw 
a high iodine number of milk fat as compared with that of an ordinary wet 
nurse. Studying the iodine number of body depot fat and of milk fat in 
human as well as in animals, Engel states in another paper’ that milk 
fat is indeed closely related with body depot fat, but that milk fat is not com- 
pletely identical with the body fat. He! further states that colostral fat is 
identical with that of body depot. He’® also saw an elevation of the iodine 


se 2. ee = Fe oS 


—Fat content (%) 





14) A. W. Bosworth, J. Biol. Chem. 1934, 106, 235. 
15) St. Engel, Med. Klinik. 1905, 1, 593. 
16) St. Engel, Arch. f. Kinderhk., 1906, 43, 194 and 204. 
17) St. Engel, Miinch. med. Wschr., 1906, 53, 1158. 
18) St. Engel, P. Sommerfeld, Handbuch der Milchkunde, 1909 Wiesbaden, 797. 
19) St. Engel, Arch. f. Kinderhk., 1910, 53, 241. 
* “Hager” in the original. 
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number of milk fat by weaning or in the milk from a woman who secretes 
milk scanty in amount. Eichelberg™, who studied the iodine number of 
colostrum, states that the lowering of the iodine number and the elevation 
of the function of mammary gland are correlated with each other. Engel?” 
writes further in another paper on the influence of diet upon the iodine number 
of milk fat. He saw an elevation of the iodine number of milk fat and a 
decrease of milk fat content by feeding the wet nurse with fat-poor diet. 
He™® also found that the iodine number became higher by fat-rich diet 
of higher iodine number such as sesame oil or olive oil. If we see into his 
result* described in the ‘‘ Handbuch der Milchkunde ’®, we know that the 
influence of dietary fat observed only temporarily. For instance, the iodine 
number changed, after administration of 20 to 30 grms. of sesame oil to wet 
nurses, to normal value within 20 hours. He states further that the iodine 
number was raised as high as 70 in the maximum from the normal value (45) 
by administering olive oil during 6 days to a wet nurse, but that as soon as 
olive oil was suspended the iodine number rapidly became of the normal 
height from the next day*. A similar dietary influence over the iodine 
number in cow’s milk fat was reported by Hilditch and Thompson*™ 
and others. Andrew and Smith™ observed an elevation of the iodine 
number and a decrease of fat content in cow’s milk by fasting the animals. 

Though there are no reports concerning the relation between the iodine 
number of milk fat and B,-avitaminosis, the works of McHenry and his 
associates are very interesting to me. McHenry***” maintains that vitamin 
B, is necessary for the synthesis of fat from carbohydrate. In one of their 
works to furnish an evidence to this hypothesis, Longenecker, Gavin 
and McHenry reported an experiment which was very suggestive to me. 
According to their report, when young rats were taken from a ration con- 
taining fat and fed for 3 weeks on a vitamin B complex-deficient ration which 
was free of fat, they lost fat gradually from their body stores. And an increase 
in the iodine numbers of total lipid fatty acid in both liver and body was 
observed during the depletion period. After the rats were treated with 
thiamin, the iodine number decreased and rapid deposition of body fat was 
observed. It should be noted that such increases in unsaturation of the 

20) Eichelberg, Arch. f. Kinderhk., 1906, 43, 200. 

* This is shown in Fig. 27 by Engel on P. 797 of Sommerfeld’s Handbuch der 
Milchkunde. 
21) T.P. Hilditch and H.M. Thompson, Biochem. J., 1936, 30, 677. 
22) J. Andrew and B. Smith, Biochem. J., 1938, 32, 1868. 
23) E.W. McHenry, J. Physiol., 1937, 89. 287. 
24) E.W. McHenry and G. Gavin, J. Biol. Chem., 1938, 125, 653. 
25) E.W. McHenry, Science, 1937, 86, 200. 
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aceton soluble lipids were not obtained in Longenecker’s earlier studies?” 
when body fat was depleted by fasting. Thus, it seems most likely that vita- 
min B,-deficiency has a certain influence on the fat metabolism in vivo. 
Though there are several influencing factors on the iodine number of milk 
fat and body fat, it is also true that there is an outstanding difference between 
families and species as is shown in Engel’s™ and Hilditch’s® papers. 
Man and animals have their own iodine number of milk fat or body fat. 
Though the iodine number of milk fat is also influenced by dietary fat, its 
influence is only temporarily seen as is shown in Engel’s work. In my work, 
milk samples are obtained between 9 a.m. and 11 a.m. inthe morning. People 
are wont to take only a small amount of fat from breakfast in this country. 
Supper consists very frequently of rice, ‘‘ miso”? soup* and some vegetables. 
So, the milk samples in my experiment, which were obtained after 
breakfast, may probably have been least influenced by diet. 

Now, let us discuss the details of the present study. In my experiment, 
the average iodine number of 240 milk samples was 58.6 (Cf. Table 7). The 
minimum and the maximum were 35.4 and 85.7 respectively. As was shown 
in Table 17, this average value (58.6) was the highest value hitherto re- 
ported of human milkt fat iodine numbers. As to the causes of this facts 
three factors are conceivable :— 

1. In my experiment, caution was taken to prevent the oxidation of 
unsaturated fatty acids, and the evaporation was, as stated in the description 


TaBLeE XVII. 
The iodine number of human milk fat reported by several authors. 





The iodine number of 


human milk fat Literature. 


| 
Name of authors 














i, Bagel #50 P Milehieunde, 1909 Wieebeden, 797 
S. Isoda 41.2 Zika Zassi, 1926, No. 321, 269. 

A. Bosworth 56.2 J. Biol. Chem., 1934, 106, 235. 

Y. Moriwaki 58.6 The present paper. 











26) H.E. Longenecker, J. Biol. Chem., 1939, 128, 645. 

27) H.E. Longenecker, J. Biol. Chem., 1939, 129, 13. 

28) T.P. Hilditchend J.A. Lovern, Nature, 1937, 137, 478. 
* “ Miso ”’ is made from soy beans and rice yeast (=Koj#). 
t+ Except colostral fat. 
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of the method (Cf. 28th Report on Micro Method), performed under 
the stream of inactive gas. This procedure is especially important in such 
a small amount of fat as in my experiment. Otherwise a decrease of the 
iodine number would sometimes amount to even 5 in the extreme case. The 
low iodine number reported in earlier times may probably partly be due to 
the oxidation during evaporation. In a recent report of Bosworth™, 
the average iodine number was 56.2, which is not very far from my figure 
58.6 (Cf. Table 17). 

2. The influence of dietary fat may not be so significant unless fat is 
takeninexcess. Fatintake of people in this country is far less than in America 
or Europe. Yet it will be noteworthy to think of the fact that fish oil and 
vegetable oil, which are the main source of dietary lipids in this country, 
have generally higher iodine number than that of animal fat. ; 

3. Many of the milk samples in my investigation were obtained from 
apparently healthy mothers with latent B,-avitaminosis with sick infants. 
As before cited, Engel! also saw a high iodine number of milk fat in a 
very lanky wet nurse. This is interesting, even if I do not mention the rela- 
tion between Arakawa’s reaction and iodine number here. 

As to the relation between the iodine number of milk fat and Arakawa’s 
reaction, the data of the present study showed indubitably that the iodine 
number of milk fat was higher in Arakawa-negative cases than in Arakawa- 
positive cases. I have proved the fact from different angles—from the com- 
parison of the average iodine numbers with one another according to the 
different groups of Arakawa’s reaction, from the distribution of iodine 
numbers, and from the difference of the iodine number in one and the same 
mothers who secrete milk of different Arakawa’s reaction on different sides 
of the breast. And I also demonstrated that Arakawa-negative milk was 
always highin the iodine number ;theinfluence of variations due to the per- 
iods of lactation, the age of mother and the seasons receded far into the back- 
ground. Now, that human milk negative to Arakawa’s reaction is generally 
a milk from a B,-avitaminotic body is what has been repeatedly shown by a 
number of papers from our Laboratory (Cf. Reports of the Peroxidase Reac- 
tion). Recently this was confirmed further by Ts. Arakawa*®®” who 
has shown that vitamin B, was in generally deficient in Arakawa-negative 
milk and the mother with Arakawa-negative milk excreted much pyruvate 
into their urine. From what has been stated and my own result, we can say 


29) Y.Mori waki, Tohoku J. Exp. Med., 1944, 47, 34. 

30) Ts. Arakawa, Tohoku J. Exp. Med., 1942, 44, 122. 

31) Ts. Arakawa, to be published in Tohoku J. Exp. Med., (188th Report of the 
Peroxidase Reaction). 
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very naturally that fat in human milk from a B,-avitaminotic body is higher 
in iodine number or is more unsaturated. This is very interesting especially 
if the work of Longenecker et al! above mentioned is considered, though 
it may of course be too hasty to conclude a direct analogy between his ex- 
periment and mine. I cannot say here whether the significance of the two 
experiments. Longenecker’s™ and my own, was similar. But it remains 
true that vitamin B, deficiency has a certain effect on fat metabolisms in vivo. 

Oa the other hand, if the high iodine number of milk fat in Arakawa- 
negative cases is actually caused by B,-deficiency, the decrease of the iodine 
number must ensue following vitamin B, administration to Arakawa- 
negative mothers. This experiment was performed with the expected 
result, which will be published in a following report®” of mine (Cf. 181st 
Report of the Peroxidase Reaction). Thus, it is most likely that B,- 
deficiency of a mother elevates the iodine number of her milk fat. 

Then, why should the iodine number of milk fat become higher in B,- 
avitaminosis ? How is the mechanism of the elevation? This is the pro- 
blem for the future investigation. Here, I wil] discuss it only briefly. Since 
the iodine number of milk fat is only a mean figure or an expression of the 
combined results, it may present several possible combination of fatty acids, 
involving both degree of unsaturation and size of molecule. Moreover, the 
process of milk production in mammary gland is so complicated that there 
are conflicting theories about milk fat production even in recent time. Ac- 
cording to recent investigation by several workers, the precusor of milk fat 
in blood is regarded as blood lipids and is neither carbohydrate nor protein. 
Some say, milk fat is originated from phospholipid and others maintains that 
its origin is neutral fat. And the iodine number of all the blood fatty acids 
(including those of phospholipids and cholesterin) is higher than that of milk 
fat. Hence, we must presume the existence of the selective absorption or 
saturation of unsaturated fatty acids by a function of the mammary gland it- 
self. Now, a lipemia is observed in beriberi. So, the interpretation of the 
present study is as follows :—Presumably the elevation of the iodine number 
of milk fat in B,-deficiency or in Arakawa-negative milk is as an expression of 
total sum of the changes which occurred in the composition and amount of 
lipids in vivo and in the function of the mammary gland due to B,-deficiency. 

As to the periods of lactation, I saw a high iodine number in late milk 
except for the case of Arakawa-positive milk. This is quite natural because 
A'rakawa’s reaction tends to become weak (negative) in the late milk period. 
A similar relation is observed with different constituents of milk by many 


32) Y.Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., to be published in a forthcoming issue of this 
Journal. 
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workers of our Laboratory (Cf. Reports of Peroxidase Reaction), Though 
there was not a large difference of the iodine number due to the age of mothers, 
it seems to me that young mothers and aged ones secrete milk slightly higher 
in the iodine number of milk fat. This may possibly be due to an immature 
development of mammary gland in very young mothers and to an atrophic 
state of that of aged mothers. 

I could not observe significant monthly variation of the iodine number. 

This may perhaps due to an unequal distribution of the number of my sam- 
ples. There are a number of reports on the seasonal variation of body fat in 
lower animals, Animals have in a majority body fat of high iodine number 
in winter. 

As to the relation between the amount of milk fat and its iodine number, 
I have shown that the iodine number is generally and roughly high in the 
milk which is high in the amount of fat. This is also quite natural, for I have 
shown already that milk fat is high in Arakawa-negative milk. Engel 
stated that the percentage of milk fat decreased by fat-poor diet, while the 
iodine number of milk fat, he stated, increased. Andrew and Smith™ 
observed an elevation of iodine number and a decrease of fat in cow’s milk 
by fasting animals. In my experiment, a high iodine number and an increase 
of fat content were observed in a B,-avitaminotic body. Thus the result of 
quantitative inanition and that of partial inanition as shown by myself are 
different from each other. 

Engel, who saw the equivalances of the iodine number of colostral 
fat to that of body stored fat, came to conclude that colostral fat is originated 
from body fat and that of mature milk is from dietary fat. This conclusion 
seems to be erroneous as fat as my result is concerned. According to 
Engel, the iodine number of body stored fat is 61.5, and a more recent 
work of Cuthbertson and Tompsett*® tells that it fluctuates from 63 to 
70 according to the site of body fat and tothe sex. In my experiment, though 
I did not treat colostrum, there were a number of cases which were higher in 
the iodine number than 60, and further there were 27 cases which wete higher 
than 70 even in the mature milk (Cf. Table 8). The maximal iodine number 
in the mature milk was over 80 (Cf. Tables B and 6). On the basis of these 
result, 1 can not support Engel’s! theory. There were many cases with 
milk fat which showed the same iodine number as body fat even in case of 
mature milk. Engel’s experiment was performed on wet nurses who had 
very abundant milk and secreted so much as 4 kilo grms. of it in one day. 
They may possibly have been of strong or normal Arakawa’s reaction and 


33) D.P. Cuthbertson and S.L. Tompsett, Biochem. J., 1933, 27, 1103. 
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thus the iodine number of the milk fat not large. 

The highest iodine number which I have observed was 85.7, while the 
theoretical iodine number of pure triolein is 86.20. If we consider that un- 
saturated acid in human milk fat consists only of oleic acid, it is natural that 
almost 100% of milk fat in that case was the triglyceride of oleic acid. Could 
this be possibly true? Such is scarcely ever conceivable. I think, such a 
high iodine number of milk fat may probably be due either to an increase of 
lower unsaturated fatty acids (with less C’s than C,,) of one double bond or 
to an increase of linolic acid which has two double bonds (or to the existence 
of some highly unsaturated fatty acids). Such a differentiation of unsaturated 
fatty acids may be very interesting, though it is not the aim of the present 
study. I hope that I have a chance to report on this subject in future. 

In the present investigation I have shown that the iodine number of milk 
fat is high in human milk from a B-avitaminotic body or in a milk with 
negative Arakawa’s reaction. And I have demonstrated a new evidence of 
the difference between Arakawa-positive and -negative milk i.e. the Arakawa- 
negative milk differs from Arakawa-positive milk not only quantitatively in 
the milk components but that there can be a qualitative difference in them. 
Although there are many questions to be solved in the field of the relation 
between the fat metabolism of mammary gland and vitamin B,-deficiency, the 
present paper of mine is, I believe, the very first paper dealing with this 
elaborate problem. 


Summary. 

1. The average iodine number of human milk fat from 260 samples was 
58.6. The maximum and the minimum were 85.7 and 35.4 respectively (Cf. 
Table 7). 

2. Theiodine number of human milk fat becomes higher with weaken- 
ing of Arakawa’s reaction. The average of Arakawa-positive, milk and that 
of completely (or almost completely) negative milk was 51.8 and 64.7 respec- 
tively. That of milk of intermediate reaction—60.3—comes between these 
extremities (Cf. Table 7). 

3. 87% of Arakawa-positive cases have the iodine number below 60.0, 
while only 27% of completely Arakawa-negative cases have the same value. 
And 50% of intermediate reaction (or 66% of the better intermediate and 
42% of the worse intermediate) have the iodine number below 60.0. 

4. From the data of the present investigation alone, one cannot say 
whether there is a significant variation of the iodine number according to the 
season of a year. 

5. It seems that in general late milk is high in the iodine number. 
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6. The iodine number of human milk fat seems to be high in milk sec- 
reted from very young mothers and aged ones. 

7. The iodine number of milk fat was higher in general on the weaker 
side of Arakawa’s reaction in one and the same mothers who had different 
Arakawa’s reaction on different sides of the breast. 

8. In the cases of one and the same mothers with very different reaction 
on different sides of the breast, the negative side milk showed a higher iodine 
number of milk fat without a single exception. 

9. Generally and roughly the iodine number of human milk fat becomes 
higher with increase of fat content of milk. 

10. The present report is within my knowledge the first paper dealing 
with the nature of human milk fat and vitamin B, deficiency of lactating 
mothers. 


Conclusion. 


Generally, fat of Arakawa-negative milk is distinclty higher in the iodine 
number than that of Arakawa-positive milk. Thus, fat of Arakawa-negative 
milk is different from that of Arakawa-positive milk not only quantitatively 
but also qualitatively. And Arakawa-negative milk is generally a ‘‘ bad” 
milk and Arakawa-positive milk a “‘ good ” milk. 





This investigation was carried out by a grant from the Science Research Fund 
of the Education Department. 


Prof. Akira Sato. 





Daily Variation of the Iodine Number of Human Milk Fat 
and Influence of Vitamin B, on the Iodine Number 
and Arakawa’s Reaction. 


181st Report of the Peroxidase Reaction. 
(128th Human Milk Study.) 


By 
Yadori Moriwaki. 
(e #) 


From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
the Tohoku Imperial University, Sendai. 
Director: Prof. A. Sato.) 





In a preceding paper of mine” (Cf. 180th Report of the Peroxidase Reac- 
tion), I made an investigation into the relation between the quality of milk 
fat and Arakawa’s reaction of human milk, and found that the iodine number 
of milk fat was high in the milk of Arakawa-negative mothers and was low in 
that of Arakawa-positive ones*. In other words, the fat of Arakawa-nega- 
tive milk was more unsaturated than that of Arakawa-positive milk. And as 
has been shown repeatedly in a number of papers from our Laboratory (Cf. 
Reports of the Peroxidase Reaction), Arakawa-negative milk is human milk 
from a B,-avitaminotic body. The iodine number of milk fat is thus higher 
in the case of B,-avitaminotic mothers than in the case of healthy (non B,- 
avitaminotic) mothers. From this result one can easily presume that the 
iodine number of milk fat in Arakawa-negative milk will decrease on an ad- 
ministration of vitamin Bf to the nursing mother. 





1) Y.Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., 1944, 47, 348. 

* Arakawa-positive may be used in two different senses. One of these is: Arakawa-posi- 
tive in a biochemical sense. A sample of human milk is said to have become Arakawa-positive, 
when it becomes blue on the addition of Arakawa’s reagent. Here it means that the sample is 
not negative to Arakawa’s reaction. The other of these two sense is: Arakawa-positive in a 
clinical sense. A sample of human milk is clinically Arakawa-positive only when it shows such a 
reaction as tf or ttt in one minute of the addition of Arakawa’s reagent. Another sample of 
human milk may be Arakawa-positive in the first described sense, but yet clinically negative. 

t+ Vitamin B, is meant throught the article. 
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Influence of Vitamin B on the Iodine Number of Human Milk Fat 


In the present paper, the following problems were studied. 

1. Daily variation of the iodine number of milk fat (without an ad- 
ministration of vitamin B,) and the variation of iodine number in menstrual 
period. 

2. Influence of vitamin B, on the iodine number of milk fat in both 
Arakawa-positive and -negative milk. 

3. Animal experiment (preliminary report). 


Method and Materials. 


1. Method of the iodine number determination: My own micro 
method with 1.0 c.c. of human milk which is described in a preceding paper” 
(Cf. 28th Report on Micro Method). 

2. Materials: Milk samples were taken from mothers of sick infants 
who visited our Dispensary, or who were admitted to our Department. 

As to the amount of vitamin B administered to mothers and as to the 
method of animal experiment, see later. . 


: Result of Experiment. 


1. Daily variation of the iodine number of human milk fat (without admini- 
stration of vitamin B, to mothers). 

Case No. 1 (Cf. Table 1). As is seen from Table 1, Arakawa’s reaction of 
milk in this case was very strong on the right side of the breast, and the milk of the 
left side was generally of rather stronger Arakawa’s reaction, though there were 
fluctuations during the whole course of experiment. The iodine number of milk 
fat was almost constant showing only a slight fluctuation. 


TABLE I. 


Case No. 1. T.A., male, aged 10 months. Diagnosis: Empyema pleurae. 
Age of mother unknown; no vitamin B, administered to her. 























A. R. IN. 
No. Date cee ee eee ee a 
R L R. L 

1 11. IV 1 (Ht) 7 (+) 49.0 54.1 
2 is 1 (+) 1 (+) - 45.4 
3 30. » 1 (Ht) 8 (+) 50.2 53.4 
4 1.V 1 (#) 1 (+) 47.8 52.1 
5 14. , 1 (44) 2 (+) 51.7 53.4 
6 - 1 (H+) 1 (4) 47.3 53.4 
7 oe 1 (H+) 1 (#) 53.7 51.2 








2) Y.Moriwaki, Tohoku J, Exp. Med., 1944, 47, 34. 

* Intermediate reaction means such an intensity of Arakawa’s reaction which lies between 
Arakawa-positive milk and completely or almost completely Arakawa-negative milk. Intermediate 
reaction is also a clinically negative Arakawa’s reaction. 
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Case No. 2 (Cf. Table 2). As is shown in Table 2, Arakawa’s reaction of this 
case was of an intermediate reaction* (or a clinically negative reaction). Neither a 
variation of the intensity of Arakawa’s reaction nor the change of the iodine 
number of milk fat were observed. The iodine number was almost constant and 
the difference of 1-2 in number is negligible, only the time of observation was short. 


TABLE MII. 


Case No. 2. S.Y. female, aged 4 months. Diagnosis: Bronchopneumonia. 
Age of mother unknown; no vitamin B, was administered to the mother. 











A. R. LN. 
No. Date 

. R |  L. . L..& 

1 13. V 7(+) | 7(+) | 66.3 65.1 

2 wm. « 6 (+) 10 (+) 64.7 65.5 

3 21.» 9 (+) 11 (+) 65.0 66.9 














Case No. 3 (Cf. Table 3). Arakawa’s reaction was of an intermediate reaction. 
In this case too, neither a large variation of Arakawa’s reaction nor a fluctuation 
of the iodine number were observed. 

From these three cases, we learn that the daily variation of the iodine 
number of milk fat is small, at least as far as Arakawa’s reaction does not 
change its intensity. 


TABLE JII. 


Case No. 3. M.F., male, aged 2 months. 
Diagnosis: Lymphadenitis submaxillaris et hypogalactia. 
Age of mother 30 years ; no vitamin B, was administered to the mother. 




















A.R. | I. N. 
No. Date 

R. Es | R. :. 
1 22. IV 1 (+) 1 (+) 67.6 ~— 
2 3 (+) 1 (+) 68.5 64.3 
3 a 3 (+) 1 (+) 66.7 65.1 
4 25. » 5 (+) 5 (+) 67.3 65.8 
5 M6. 4 (+) 2(+) | 65.9 66.3 


Case No. 4 (Cf. Table 4). This case was a late milk, the age of infant 
was already as old as 14 months, but Arakawa’s reaction showed mostly 
a strong reaction. The iodine number of milk fat was almost that of normal 
case. That, even in late milk, if Arakawa’s reaction is positive, the iodine 
number keeps a normal value, is what has already been reported in a preceding 
paper” of mine. As the age of infant was old, the mother had had already 
several menstruations. Interested in the influence of menstruation on the 
iodine number of milk fat, I began to estimate in this case the iodine number 
of milk fat from 3 days prior to the coming (expected) menstruation. But, 
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the mother left our Department on 5th day of her menstruation for her infant 
was completely cured, so, to my regret, I could not follow any further varia- 
tion of the iodine number. But, in spite of this, I obtained a certain in- 
teresting result of which I want to report here. 


TABLE IV. 


Case No. 4. H.O., male, aged 1 year and 2 months. 
Diagnosis : Bronchopneumonia. 
Age of mother, unknown. 




















A. R. I.N + 
No. Date ——_————_ - é 
R. | L R. L 3 
1 9 Vv 1 (H+) | 1 (4H) 56.8 57.0 
2 10. , 1 (Ht) 7 (+) 55.0 56.4 
cet el gare 12 (—) | * 60.0 62.6 ; 
4 a. 1(+) | 1 (#4) 59.5 59.5 3 
5 14, , 1 (+) 1 (+) 59.2 57.5 =§ 
6 es 1 (Ht) 1 (4+) 55.1 53.1 ¢= 
7 16. » 1 (Ht) 1 (#4) 56.6 62 Js 


As is shown in Table 4, on the right side of the breast, Arakawa’s 
reaction suddenly became very weakly (almost completely negative reaction) 
on May 12th, the day before the menstruation, and on May 13th, the first 
day of the menstruation it showed an intermediate reaction and afte: 14th, 
it became very strong again. On the other hand, on the left side of the breast, 
the weakest Arakawa’s reaction was observed on May 10th, 3 days before 
the menstruation, and after the menstruation began, Arakawa’s reaction 
became positive again. Owing to some other reason Arakawa’s reaction 
of May 11th was not tested. Arakawa’s reaction might possibly have 
been the weakest on that day on the left side of the breast. At any rate, 
weakening of Arakawa’s reaction was observed prior to the actual menstrua- 
tion. While, the iodine number of milk fat was of the highest figure on the 
premenstrual day on both sides of the breast and after May 15th, the 3rd 
day of the menstruation, it decreased to normal value of this case. Thus, 
both of Arakawa’s reaction and the iodine number showed a premenstrual 
change. Such a premenstrual change of milk is very interesting as compared 
with the work of Kokubo® in our Laboratory (Cf. 27th Hematological 
paper). 


3) Y.Kokubo, Tohoku J. Exp. Med., 1939, 35, 243. 
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2. Vdriation of the iodine number of milk fat on an administration of vitamin 
B, to nursing mothers with Arakawa-negative as well as -positive milk. 


Case No. 5 (Cf. Table 5). This was also a case of late milk, the infant 
being 14 months old. Besides, there was even the suspicion of a new preg- 
nancy, because she missed her recently expected menstruation. During 
the whole course of experiment (28 days in all, from April 23th to May 20th), 
Arakawa’s reaction was daily tested and was always completely negative 
except for the first day of admission. The iodine number of milk fat was 
estimated as often as 9 times in all. The result is very instructive and very 
suggestive. At first, I began this experiment with the purpose to observe 
the daily variation of iodine number of completely negative milk. After 
I saw there was no remarkable variation of the iodine number of milk fat, 
I injected 1 mgrm. of vitamin B, only twice to the mother on May 8th and 
9th. The iodine number, which had remained of a high value before the 
administration of the vitamin B,, began to decrease its value very markedly 
from May 9h on, the next day of the administration, and the lowest value 
was attained on May 10ch. But, with a gradual fading of the effect of vitamin 
B,, the iodine number began to increase again until at last it showed almost 
as high a value as before. In such a milk from a pregnant mother, we know 
from our daily experience with Arakawa’s reaction that even a fairly large 
amount of vitamin B, will not change Arakawa-negative milk into Arakawa- 
positive. In this case too, Arakawa’s reaction remained completely ne- 
gative ; this may have been due to too small amount of vitamin B, used—2 
mgrms. in all. But there was a marked variation in the iodine number in 
spite of such a small amount of vitamin B,. In this case similar phenomenon 


TABLE V. 


Case No. 5. K.S., female, aged 1 year and 2 months. 
Diagnosis : Empyema pleurae. Age of mother, 24 years. 











| | A. R. | IN. 
No. | Date 
| R. L. R. a 
! 
1 23. IV Si-): |. 86 to) | 77.5 63.7 
2 24. » 14(—) | 16(—) | 68.4 63.7 
3 2.V 14(—-) | 116(-—) | 69.3 62.1 
4 6. » Bint | Si) | 68.4 62.2 
5 95* | 16(-) | 16 (-) 52.1 48.8 
6 10. , | 16(-) | 16 (-) 41.1 43.3 
7 13. , | 16(-) | 16 (—) 51.6 54.8 
8 15. . | 16(—) | 16 (—) 59.5 58.8 
9 10. , ein) | BES 62.5 64.7 





* 1mgrm. of vitamin B were injected to the mother only twice, once on 8.V. and the 
othertime on 9. V. 
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was observed also in the uric acid content of the mother’s urine. Yamagishi, 

one of the members of our Laboratory, told me that he saw, on the admini-* 
stration of vitamin B,, a marked decrease of uric acid, which is, according 

to him, generally high in amount in the urine of mothers with negative Ara- 

kawa’s reaction, and that, with the fading of the effect of the vitamin, uric 

acid content of her urine again began to increase. 

Case No. 6 (Cf. Table 6). As is shown by Table 6, vitamin B, was ad- 
ministered to the mother from the next day of admission. Total amount 
of vitamin B, was 17 mgrms. during 9 days. Arakawa’s reaction began to 
improve its intensity from the 3rd day of vitamin B, administration and the 
improvement of the Arakawa reaction was slightly more remarkable on 
the left side of the breast than on the right side. With the improvement, 
the iodine number of milk fat began to decrease its value, especially remark- 
ably on the left side. 


TABLE VI. 


Case No. 6. Y.H., male, aged 2 months. 
Diagnosis : B,-avitaminotic dyspepsia-bronchopneumonia. 
Age of mother, 30 years. 























| A. 2. ILN. Amount of 
No. | Date vitamin B, 
| R. | L. R. x | given 
1 | 1.38 12(-) | 12 (-) 66.9 52.5 
2\%, S15) wit 68.4 573 | 1mgrm 
3 | 13.5 146(—) | 16 (—) 65.1 58.2 |} 1.» 
4/14, 16 (—) | 6 :—) 66.0 54.3  s 
Sits 4 (+) 1 (+) - om | §. "6 
6 | 16.» 7 (+) | 3 (+) 60.3 49.1 | 2mgrm 
y ithe 3 (+) 1(+) | 62.7 45.6 | £. s 
. 1485 5 (+) 6 (+) | 58.2 47.7 Bs 
9 |19., 5 (+) | 2 (4) | 59.1 44.0 | #e 
10 | 20., 5 (+) | 4 (4) | 59.3 47.4 | 2s 
} } } } 


Case No. 7 (Cf. Table 7). As this case was not admitted to our Depart- 
ment, the observation was performed only occasionaly. But an administra- 
tion of vitamin B, was done daily to the mother from the beginning of ex- 
periment. Total amount was 17 mgrms. As is shown in Table 6, both the 
improvement of Arakawa’s reaction and a decrease of the iodine number 
were distinctly observed on both sides of the breast. 

Case No. 8 (Cf. Table 8). Diagnosis of this case was infantile beriberi, 
one of clinical manifestations of infantile B,-avitaminosis. 1 mgrm. of vita- 
min B, and 1/2 R.A.U. of yakriton, the detoxicating hormone of the liver, 
were daily administered to the mother from the second day (May 31th) of 
experiment except for Sundays (June 1st, 8th, 15th and 22nd). Total amount 
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TABLE VII. 


Case No. 7. J.O., male, aged 70 days. 
Diagnosis: Primary infection of tuberculosis? Age of mother unknown. 











A. R. I. N. 
No. Date 
R. | L. R. mt 
1 Puts 16 (—) 16 (—) 63.1 61.7 
2 ae 4 (—) a i) 63.5 60.9 
3 16. , 6(—) | 5 (+) 59.1 57.2 
4 19%. , 6 (+) 1 (Ht) 54.3 49.3 


From the beginning of the experiment, 1 mgrm. of vitamin B, was daily administered to 
the mother, 
used of vitamin B, was 23 mgrms. In this case, Arakawa’s reaction was 
not completely negative, but showed an intermediatet reaction at the beginn- 
ing of the observation. On an administration of vitamin B, and of yakriton, 
Arakawa’s reaction showed an inclination to improve its intensity showing 
some fluctuation. But curiously enough, Arakawa’s reaction, which had 
fairly improved in intensity, became quite suddenly completely negative on 
June 7th. I was unable to see her for some other reason. When the mother 
came to me on June 10th, Arakawa’s reaction was fairly strong again. After 
that day, Arakawa’s reaction remained about of that strength though it 
became weak on June 14th. The iodine number, which was very high before 
vitamin B, was administered, tended to decrease relatively rapidly on both 
sides of the breast, showing a slight fluctuation. But, on June 7th, it showed 
suddenly a high value, corresponding to the sudden weakening of Arakawa’s 
reaction. From June 10th, the iodine number began to decrease again 
(though it showed slightly higher figures on June 14th corresponding to 
the weaker reaction) until at last it showed a very low value such as 47.5 
and 46.3. 

Now what was the cause of the sudden weakening of Arakawa’s 
reaction on June 7th and the sudden re-elevation of the iodine number ? 
By asking her, I knew that the mother had abdominal pain and diarrhoea 
on that particular day. Though I could not ascribe the sudden change to a 
definite cause, I believe it is very interesting that June 7th, the day of sudden 
weakening of Arakawa’s reaction, was the 28th day after the delivery. 
It is not without a good reason to presume that the sudden weakening of 
Arakawa’s reaction was due to an occult menstruation. Such a case of 
occult menstruation was reported by Sato and Isono* from our Laboratory 





4) Sh. Satoand S.Isono, Tohoku J. Exp. Med., 1939, 35, 325. 
* There are also several reports on the existence of such an occult menstruation in the litera- 


ture. See later (p. 381). 

















who saw a periodic occurrence of methyl glyoxal like substance in human 
milk and a periodic weakening of Arakawa’s reaction in menstrual 
period, occult or manifest. 
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TABLE VIII. 
Case No. 8. M.S., male, aged 17 days. Diagnosis: Infantile beriberi. 











Age of mother 24 years. 

















A. R. I. N. 
No. | Date — 
| R. i. R. L. 
1 30. V 4 (+) 4 (-) 85.7 71.2 
2 31. .* 3 (+) 4 (-) 81.1 68.1 
3 2. VI 4 (+) 6 (+) 64.5 61.1 
4 a. & 2 (+) 6 (+) 67.2 77.7 
5 : 1 (+) t 58.8 56.7 
6 - § § 65.4 57.5 
7 =. 16 (—) 16 (—) 72. 68.4 
8 2 (+) 2 (+) 58.2 55.7 
9 | 1 (H+) 3 (+) 57.3 57.3 
10 Mm: 10 (+) 3 (-) 60.1 58.4 
11 am is 1 (+) 1 (+) 47.5 46.3 











* From 31, V. vitamin B, and 1/2 R.A.U. of yakriton daily administered to the mother. 


+ The mother complained of diarrhoea. 
very.—Probably occult menstruation ! 

z2+ + 

+ # tH tH # 


Mm ++ 


Case No. 9 (Cf. Table 9). The diagnosis of the infant was infantile 
From the third day of the observation (March 7th), 1 mgrm. of 
vitamin B, was daily injected subcutaneously to the mother except for Sundays 


beriberi. 


Case No. 9. K.K., female, aged 47 days. 
Diagnosis: Infantile beriberi. Age of mother, 23 years. 


This day (7. VI) was the 28th day after the deli 


TABLE [X. 














ane A. R. I. N. 
No. Date T 

R. L. R. L. 
1 5. Ill 12 (—) 12 (—) 64.1 61.2 
2 6. y* 16 (—) 14 (—) 65.1 60.0 
3 eo 12 (—) 11 (+) 59,2 58.4 
4 10. * 11 (+) 11 —) 61.2 59.0 
5 15. >t 7 (+) 11 (+) 54.7 58.0 
6 20. » 7 (+) 11 (+) 53.1 57.7 
7 26. ° 2 (+) 14 (—) 52.9 57.2 


* From 6. III, vitamin B, 1 mgrm. daily given. 
{j From 14, III, 1 R.A.U. of yakriton daily injected besides vitamin B,. 
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(March 9th, 16th and 23rd). The total amount of vitamin B, was 18 mgrms. 
Moreover, from March 14th, 1. R.A.U. of yakriton was daily administered 
to the mother besides vitamin B. As is shown in Table 9, Arakawa’s 
reaction which was almost completely negative in the beginning of experi- 
ment, improved somewhat markedly on the right side, while the left side 
milk showed only a slight inclination to improve. The iodine number of 
milk fat decreased remarkably on the right side, while, on the left side, only a 
rather slight decrease was observed. 

Case No. 10 (Cf. Table 10). From May 28th, 1 mgrm. of vitamin B, 
was daily administered to the mother. The total amount of vitamin B, 
was 15 mgrms. As is seen from Table 10, Arakawa’s reaction was in 
this case fluctuating between positive reaction and better intermediate reac- 
tion. After vitamin B, was injected to the mother, Arakawa’s reaction 
began to show more constant positive reaction. 

In this case, the decrease of the iodine number of milk fat was not so 
remarkable as will be seen from Table 10. The iodine number of this case 
was higher than the average iodine number of Arakawa-positive milk. Ina 
preceding paper” (Cf. 180ch Report of the Peroxidase Reaction) I found that 
the average iodine number of Arakawa-positive milk was 51.8, the maximum 
and the minimum being 70.6 and 35.4 respectively. Hence, the iodine num- 
ber of this case such as 61.8 or 63.3 can still be considered as a normal value 
for this mother. I doubt if I could further have expected a further decrease 
in this case even if I had fortified B, administration. 


TABLE X. 


Case No. 10. S.H., male, aged 8 months. 
Diagnosis : Dysepsia. 
Age of mother, 28 years. 











A. R. I. N. 
No Date 
R L R. | L. 
1 19. V 4 (+) 4 (+) 65.5 
2 : % 3 (+) 1 (+) 63.3 64.2 
3 a 1 (+) 1 (+) 65.4 63.6 
4 ZI. > 1 (+) 1 (+) 62.3 69.8 
5 31. ,* 1 (+) 1 ( 65.3 67.8 
6 4. VI 1 (+) 1 (+) 62.1 64.0 
7 - 2 (+4) 1 (Ht) 60.2 62.3 
® 10. , 1 (++) 1 (H+) 64.7 60.9 
9 aed 1 (+) 1 (+) 61.8 63.3 

















* From 28. V. 1 mgrm. of vitamin B, daily administered to the mother. 
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3. Animal experiment (preliminary report). 
Iwillhere give an animal experiment as a preliminary report. The ex- 
periment was done with only two rabbits, as these were only available preg- 
nant animals for the experiment in our Laboratory at the time of experiment. 


Method of Animal Experiment. 


Two pregnant rabbits were exclusively fed on ‘‘ tofukara”’* before the 
delivery. After the deliver, one rabbit was fed on autoclaved tofukara 
(120°C, 2 hours, 2 k.grms. per cm*) and the other (control animal) was fed 
on the same diet plus 1 grm. of Ebios.t 

As the amount of rabbit’s milk was very small, milk was expressed from 
several glands, and such milk samples were mixed. Milk was tested with 
Arakawa’s reaction and also used for the iodine number determination. As 
the composition of rabbit’s milk differs from that of human milk (for instance, 
rabbit’s milk is very high in fat content such as 10—20%), the blue colour 
produced by Arakawa reagents differs from that of human milk. It should 
be noted that in the present report the signs (++, +, +, —) denote the 
intensity of Arakawa’s reaction of rabbit’s milk, but that the reaction was 
different from that of human milk in intensity and in shade of colour. 

Method of the iodine number determination: My own micro method? 
was used, Only the amount of ammonia was doubled. 





Result. 
The result of experiment is shown in Table 11 and Fig. 1. 

Fig. 1. Showing curves of variation of the iodine number £ 
of fat in rabbit’s milk. F § 
a § 
ts 
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* Tofukara: ‘“ Tofu” is a food made from soy beans, a kind of bean curd, and “ Kara” 
is the refuse left over the beans ; this is swollen in water, ground and pressed. 
t Preparation of beer yeast. 
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1. Rabbit No. 1 (control). 

As is seen from Table 11, Arakawa’s reaction was very weak at the 
beginning of the experiment (weaker than that of Rabbit No. 2 in the same 
period), but then gradually improved in the intensity. But again it became 
weaker as lactation period draws near the end. The iodine number of milk 
fat, which was very high at the beginning of the observation, began to dec- 
rease with the improvement of Arakawa’s reaction. But in the last stage 
of the observation, it became higher again corresponding to the weaken- 
ing of Arakawa’s reaction. Fat content of milk showed almost similar 
inclination. During the whole course of experiment, milk secretion was 
somewhat poorer than in Rabbit No. 2. 

2. Rabbit No. 2 (fed on B,-avitaminotic diet after the delivery). 

Arakawa’s reaction of the milk improved temporarily, but from 
the 14th day of observation, began to become worse again until it showed 
avery weak reaction such as(— — — + + +) onthe 18th day. Moreover, 
appetite also became poorer. So, from the 17th day on, 1 mgrm. of vitamin 
B, was daily injected to the animal. Arakawa’s reaction began to improve 
again and reached the strongest intensity on the 22nd day of experiment 
(April 9th). But after a while, it began to become worse as the end of lac- 
tation came near. The iodine number, which showed a tendency to decrease 
at the beginning of experiment, began to increase with the weakening of 
Arakawa’s reaction. But after vitamin B, was injected, the iodine number 
sank remarkably. The lowest value (68.2) was observed on April 9th (the 
22nd day of observation). In the terminal stage of observation, the iodine 
number again increased corresponding to the weakening cf Arakawa’s 
reaction toward the terminal stage of lactation. Fat content of milk showed 
almost a similar variation, though somewhat irregularily. Though the num- 
ber of animals used in this preliminary report was very few, it will show a 
certain effect of vitamin B, on the iodine number of rabbit’s milk fat. 


Comment. 


From the result in Cases No. 1, No. 2 and No. 3, it is evident that daily 
variation of the iodine number of milk fat is small, at least as far as Arakawa’s 
reaction keeps constantintensity. This result is in the same sense as Engel’s® 
report which is published already in 1905. According to him, daily variation 
of the iodine number of milk fat was small, provided nursing women take 
ordinary mixed diet, though there is a certain individual variation of the iodine 
number. 





5) St. Engel, Hoppe-Seyer’s Zeitschr. physiol. Chem., 1905, 44, 353. 
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From the result obtained in Cases No. 5, Noi 6, No. 7, No. 8 and No.9, 
it is distinctly shown that on an administration of vitamin B, to mothers 
with Arakawa-negative milk, Arakawa’s reaction becomes much stronger 
in the intensity (which fact has repeatedly been shown from this Laboratory) 
and that, as the reaction improves, the increased iodine number of milk fat 
decreases to a normal value. But, as in Case No.10, if vitamin B, is admin- 
istered to a mother with Arakawa-positive milk (or almost positive milk), 
there is almost no significant variation of the iodine number of milk fat. 

Very interesting was Case No. 5. There was the suspicion of a new 
pregnancy in this case. Arakawa’s reaction of the mother’s milk was always 
completely negative during the whole course of the experiment. Yamagishi 
and Sato® of our Laboratory showed that a great majority of human milk 
of nursing women in new pregnancy was negative to Arakawa’s reaction— 
and that completely or almost completely negative. They further stated 
that even a large amount of vitamin B, would fail to make such a milk Ara- 
kawa-positive. In Case No. 5, 1 mgrm. of vitamin B, was administered only 
twice to the mother and such a rather small amount of the vitamin was not of 
course expected to improve Arakawa’s reaction to any extent, especially 
as this was a case of pregnancy. At any rate it remained obstinately com- 
pletely negative. But there was a great variation in the iodine number 
of milk fat (as wellas in uric acid content of urine—according to Yamagi- 
shi). As soon as vitamin B, was administered to the mother, the iodine 
number of milk fat decreased markedly. And with the fading of the effect 
of viamin B,, the iodine number increased again. On the other hand, it is 
well known that in pregnancy, which is a physiological condition, women 
will be apt to become B -avitaminotic. From this case we see the effect of 
vitamin B, to decrease an increased iodine number of milk fat of Arakawa- 
negative mothers, and that there is a close relation between fat metabolism 
of mammary gland and B,-deficiency. Furthermore, this observation will 
serve as another evidence from the viewpoint of iodine number that pregnancy 
causes a B,-avitaminotic state in the body of woman. 

As to the influence of menstruation on Arakawa’s reaction and the 
iodine number of milk fat, there are two interesting cases in my experiment, 
i.e. Case No. 4and Case No. 8. Case No. 4 was a case of manifest menstrua- 
tion. In this case, a premenstrual weakening of Arakawa’s reaction and a 
premenstrual elevation of the iodine number of milk fat were observed. 
Kokubo® saw a premenstrual variation of blood picture, and Isono and 
Sato” reported that vitamin C like substance increased from premenstrual 





6) M. Yamagishi and Sh. Sato, Tohoku J. Exp. Med., 1940, 37, 373.» 
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petiod to menstrual period and that methyl glyoxal like substance increased 
in menstrual period with a weakening of Arakawa’s reaction, in occult as 
well as in manifest menstruation. Analogous processes in organism which 
were observed from premenstrual to menstrual period, were reported also 
by Szarkaand Waldbauer”, Mori®, Tsutsumi® and Kita!”—Szarka 
and Waldbauer” saw an acidosis from premenstrual to menstrual period. 
Mori® observed an increasing blood chlorin from premenstrual time to the 
middle of the menstrual period. Tsutsumi® reported an increase of am- 
monia in urine in the premenstrual period, according to Kita™, catalase 
content in blood and basal metabolism rose parallel from the end of premen- 
strual time to the beginning of the menstrual period, and went down again 
in the latter half of it. 

Case No. 8 is a case of an occult menstruation. Arakawa’s reaction 
of mother’s milk in this case became completely negative quite suddenly 
on June 7th. Of course, there is no direct proof to demonstrate that this 
was an occult menstruation. But on that day the mother complained of ab- 
dominal pain and had diarrhoea, and moreover the day corresponded to the 
28th day after the delivery. If we take for granted that delivery is a dis- 
guised menstruation, and presume that her sexual cycle was of 28 days type, 
it is highly probable that this was an occult menstruation. The existence of 
such an occult form of menstruation is what has already been pointed out by 
Elitz™, Mommsen™, Kita! and Isonoand Sato”. Isono and Sato” 
concluded as follows :—‘‘ A lactating mother can show a periodic weakening 
of Arakawa’s reaction with about one month cycle. This is the result of a 
sudden increase of a methyl glyoxal. like substance in her milk. And it is 
due to the abnormal carbohydrate metabolism at the time of menstruation 
occult or manifest.”’ 

In the present case (Case No. 8), the iodine number became suddenly 
higher corresponding to the sudden weakening of Arakawa’s reaction on 
June 7th which presumed to be the day of occult menstruation. In this 
case also, I suppose a marked increase of methyl glyoxal like substance in 
her milk though the actual determination was not performed. 

Thus, in these two different cases of menstruation, occult and manifest, 
I saw a distinct elevation of the iodine number of milk fat. I reported in 





7) A.Szarkaand O. Waldbauer, Klin. Wschr., 1927. 6, 599. 

8) S. Mori, Shakai Igaku Zassi, 1928, No. 503, 23. 

9) K. Tsutsumi, Nippon Fujinkagakkai Zassi, 1929, 24, No. 5 778. 
10) H. Kita, Aichi Igakkai Zassi, 1931, 38, No. 7, 1621. 
11) E.Elitz, Jahrb. f. Kinderhk., 1932, 136, 82. 
12) H.Momms 2&n, Miinch. med. Wschr., 1934, 1934, 81, 1458. 
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the preceding papers” that Arakawa-negative milk was high in fat content 
and that the iodine number of milk fat was high in fat-rich milk. On the 
other hand, Baginsky™, Bendix™, Schlichter™®, Monti and others 
stated that human milk in menstrual period contained richer amount of fat. 
Thus it will be very natural to conclude that the iodine number of milk fat 
in menstrual period is high. 

As to the animal experiment, I may mention it here only as a preliminary 
zeport. But the results I obtained in this animal experiment were all in the 
sense of what I experienced in the clinical part of this treatise. Fat content 
of rabbit’s milk was very high (10—20%) and the iodine number of rabbit’s 
milk fat was also very high. The maximal iodine number was 97.8 which 
suggest the presence of fair amount of linolic acid or lower unsaturated fatty 
acids (with C, below C,,) or the presence of highly unsaturated fatty acids. 

As above mentioned, I saw that the daily variation of the iodine number 
of fat in the milks of the same groups of different Arakawa’s reaction was 
as a rule small, as far as the intensity of Arakawa’s reaction is constant. Be- 
sides, there was no remarkable change in the iodine number of Arakawa-pos- 
itive (or almost positive) milk on an administration of vitamin B, to the 
mother. Whereas, in the case of Arakawa-negative milk, it is distinctly 
shown that the iodine number, which was high in value, decreased to normal 
value on an administration of vitamin B, to the mother, Arakawa’s reac- 
tion showing an improvement thereby. Hence, it is evident that the high 
iodine number of Arakawa-negative milk fat was caused by B,-deficiency of a 
nursing mother. Thus from the view point of the iodine number of human 
milk fat, we can say that Arakawa-negative milk is a milk froma B -avitamino- 
tic body. And milk which is high in the iodine number of milk fat is 
generally a “‘ bad” milk. 


Summar y. 


1. Daily variation of the iodine number of milk fat is small as far as 
the intensity of Arakawa’s reaction remains constant. 

2. No remarkable change of the iodine number of milk fat was obser- 
ved on an administration of vitamin B, to the lactating mother with Arakawa- 
positive milk. 

3. It is distinctly shown that the iodine number, which showed pre- 





13) Y.Moriwaki, Tohoku J. Exp. Med., 176th Report of the Peroxidase Reaction. 
13) A. Baginsky, Lehrbuch der Kinderkrankheiten, 8th edit., 1905 Leipzig, 37. 

15) B. Bendix, Lehrbuch der Kinderheilkunde, 7th edit., 1916 Berlin and Vienna, 253. 
16) F.Schlichter, Wien. klin. Wschr., 1889, 2, 1004 and 1890, 3, 88. 

17) A. Monti, Kinderheilkunde, 1899 Berlin and Vienna, Vol. I, 40. 
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viously a high value, decreased to a normal value on an administration of 
vitamin B, to the mother with Arakawa-negative milk. 

4. Milk in menstruation showed a high iodine number corresponding 
to sudden weakening of Arakawa’s reaction. 

5. In a case of milk from a pregnant mother, a comparatively small 
amount of vitamin B, showed a remarkable influence on the iodine number 
of milk fat, while-Arakawa’s reaction remained completely negative as it 
was before. 

6. Ina preliminary animal experiment, I saw a gradual elevation of the 
iodine number of fat in the milk secreted from a rabbit which was fed on 
B-avitaminotic diet. And on an administration of vitamin B,, the iodine 
number decreased relatively rapidly. Fat content of rabbit’s milk varied 
from about 10% to about 20%, and the iodine number fluctuated from 68.2 
to 97.8. 

7. High iodine number of milk fat in Arakawa-negative cases is gene- 
rally caused by B,-deficiency of a lactating mother. 

8. Arakawa-negative milk is milk from a B,-avitaminotic body and is 
as a rule a ** bad” milk. 


Conclusions. 


In a preceding paper of mine, I have shown that iodine number of milk 
fat of Arakawa-negative mothers is generally higher than that of Arakawa- 
positive ones. In the present paper it was shown that an administration of 
vitaim B, caused the high iodine number in Arakawa-negative mothers to 
become lower. Besides it was preliminarily shown in animal experiment 
that iodine number of milk fat of rabbit fed on B,-avitaminotic food became 
higher and that the high iodine number in B, avitaminotic rabbit went down 
to a low value on an administration of vitamin B,. 

It is thus shown from the view point of quality of milk fat that human 
milk negative to Arakawa’s reaction is milk from a B-avitaminotic body. 




















Die Beziehung zwischen Hautpotential uud Oxydation in der 
Froschhaut bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzenttation des Mediums. 


Von 


K6iti Motokawa, Tosio Narita und Naoyosi Endo. 
(A MN Rh —) (RH & B) (i MR fy 8) 


(Aus dem II: Institut der Physiologie der Tohoku Kaiserlichen 
Universitat, Sendai: 
Vorstand: Prof. Dr. K. Motokawa.) 


Einleitung. 


Wir haben in der vorausgegangenen Arbeit” durch Veranderung der 
Temperatur innerhalb der physiologischen Grenzen nachgewiesen, dass 
das Hautpotential mit dem Logarithmus des Sauerstoffverbrauchs linear 
zusammenhangt. In vorliegender Arbeit haben wir durch Verinderung 
einer anderen, aber ebenso wichtigen Lebensbedingung, d.h. der Wasser- 
stofionenkonzentration des Mediums, die Beziehung zwischen beiden Er- 
scheinungen von einem anderen Gesichtspunkte aus untersucht. 


Versuchsmethodik. 


Die Messung des Hautpotentials und des Sauerstoffverbrauchs geschah bei 
25°C in derselben Weise wie bei unseren vorigen Versuchen”®. Als Versuchs- 
material wurden ausschliesslich Winterfrésche gebraucht, die vor dem Versuche 
ungefahr 2 Tage in einem Zimmer von etwa 20-25°C gehalten worden waren. 

Da das Hautpotential stark von der Zusammensetzung der Ableitungslésung 
abhangt, musste die Wasserstoffionenkonzentration der Versuchslésungen derart 
verandert werden, dass ihre Zusammensetzung dadurch kaum gedndert wurde. 
Dies gelang uns in der Weise sehr leicht, dass die Ringer mit einer kleinen Menge 
Pufferlésung versetzt wurde, denn das Potential wird hierbei hauptsachlich durch 
die Konzentration von Na bestimmt, wie Uhlenbruck® andeutet, und zwar wird 
die letztere durch den Zusatz des Puffers kaum verandert. 

Das Hautpotential sowie der Sauerstoffverbrauch wurden zuerst in der Ringer- 
lésung fortlaufend gemessen, bis sie ihr eigenes Gleichgewicht erreichten, und 
darauf wurde die Ringer gegen eine Versuchslésung getauscht, um die beiden Er- 
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scheinungen in dieser Lésung weiter bis zum Gleichgewicht zu verfolgen. Die so 
erhaltenen Gleichgewichtswerte wurden in Vergleich mit denen in der Ringer- 
lésung, prozentual ausgedriickt. 


Versuchsergebnisse und Diskussion. 


A. Die WirkungvonSdure und Alkali auf das Ruhepotential 
und den Sauerstoffverbrauch der Froschhaut. 


Um uns eine annahernde Ubersicht iiber die Wirkung der H- und OH 
Ionen zu verschaffen, wurde HC] bzw. NaOH in verschiedener Konzentra- 
tion in die Ringer gelést, und mit den so erhaltenen nicht gepufferten 
Lésungen wurden einige Versuche angestellt. 

Obgleich die Wirkung von Saure und Alkali auf das Hautpotential schon 
von Chanoz® und Motokawa® mitgeteilt worden ist, sind ihre Ergebnisse 
doch nicht mit den unsrigen vergleichbar, denn die genannten Autoren ver- 
wendeten in ihren Untersuchungen reine wasserige Lésungen von Saure 
und Alkali statt der mit Ringer versetzten. Wie aus Tabelle I hervorgeht, 


Tabelle I. 


Wirkung der Saure und Alkali auf das Hautpotential. 
Temperatur: 25°C. 


*; Erklarung im Text. 














oe Hautpotential in Prozent des Wertes bei Ringer | Mittelwert 
m/100 HCl -2,8 -1,9 -1,8 -1,5 -1,4 -1,9 
m/1000 , 0 0 0 5,6 7,2 2,6 
*m/1000 , 16,0 18,4 18,5 25,0 28,0 21,2 
m/5000 , 23,7 26,6 28,1 28,5 38,0 29,0 
m/10000  , 106,5 109,7 110,8 118,2 119,5 112,9 
m/10000 NaOH 98,7 107,1 113,4 114,8 128,5 112,5 
m/1000 » 73,7 77,2 77,2 81,7 82,8 78,5 
m/500 9 — 31,6 36,6 44,5 49,8 40,6 
m/100 ° -2,6 -2,6 -2,4 -2,3 -2,2 -2,4 





schlagt das einsteigende Hautpotential durch Einwirkung von m/100 HCl 
in die aussteigende Richtung um, die hier durch Minusvorzeichen ausgedriickt 
ist. Das Hautpotential wird durch m/5,000HC) bis auf etwa 29% herab- 
‘gezetzt, im Gegensatz dazu, durch m/10,000 HCl durchschnittlich bis auf 
112,9%% erhéht. Ganz dasselbe Verhiltnis gilt auch fiir die alkalischen L6- 
sungen. Wir hatten vermutet, dass die H- oder OH-Ionen auf das Hautpoten- 
tial tiberhaupt hemmend wirken, und zwar mit steigender Konzentration 
immer starker; aber diese Vermutung hat sich als unzutreffend erwiesen, 
denn das Hautpotential kann bei einer gewissen kleinen Konzentration sogar 
eine Steigerung, wenn auch eine geringe, erfahren. 
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Hautpotential und Oxydation bei verschiedenen pH. 


Dies Verkaltnis tritt bei den Versuchen des Saverstcffverbrauchs noch 
ausgepragter hervor, wie aus Tabelle I] ohne weiteres zu entnehmen ist. 


Tabelle IL 


Wirkung der Saure und Alkali auf den Sauerstoffverbrauch der 
Froschhaut. Temperatur: 25°C. 























Konzentration Sauerstoffverbrauch in Prozent des Wertes bei Ringer Mittelwert 
in Ringer 
m/10 Hcl 5,8 6,0 6,8 6,8 9,2 6,9 
m/50 ® 14,7 17,3 24,5 28,2 28,5 22,6 
m/100 ° 41,1 41,8 56,1 60,4 62,4 52,4 
m/i000 , 88,6 101,2 104,5 115,0 127,7 107,4 
m/1000 NaOH 58,1 91,8 94,8 106,2 115,0 93,2 
m/100 * 105,2 106,3 113,5 117,9 152,0 119,0 
m/50 . 38,5 38,8 43,3 50,8 57,2 45,7 
m/10 6 24,8 26,3 28,6 41,4 45,3 33,3 


Durch Einwirkung von m/1,000 HCl wird eine massige Steigerung des 
Sauerstoffverbrauchs, bei anderen Konzentrationen aber nur eine mehr oder 
weniger starke Hemmung herbeigefiihrt. Bei alkalischen Lésungen bewirkt 
nur m/100 NaOH eine missige Steigerung, wahrend Lésungen einer héheren 
sowie niedrigeren Konzentration als m/100 alle iibereinstimmend cine 
Hemmung hervorbringen. Es sei. hierbei doch hervorgehoten, dass die 
Oxydation in der Froschhaut in einem verhiltnismassig stark alkalischen 
Medium am starksten stattfindet. 

Zusammenfassend betrachtet, wirken die H- oder OH- Ionen auf den 
Sauerstoffverbrauch etwas milder als auf das Hautpotential; z. B. muss man 
beim Sauerstoffverbrauch eine iiber 100 fach so grosse Konzentration von 
Saure oder Alkali wie beim Hautpotential anwenden, um in beiden Fallen 
annahetnd dieselbe Wirkung zuerzielen. Woraufberuht dieser Unterschied ? 

Um diese Frage zu beantworten, muss man den Unterschied der Ver- 
suchsbedingung in erster Linie in Betracht ziehen, Es wurden bei den Ver- 
suchen des Hautpotentials 25 ccm der Versuchslésungen fiir je ein Haut- 
ptaparat verwendet, wahrend die Lésungsmenge bei den Untersuchungen 
des Sauerstoffvetbrauchs nur 2,5 ccm betrug, d.h. nur 1/10 so gross war wie 

im ersteren Fall. Es ist wohl denkbar, dass die Wasserstoffionenkonzentra- 
tion bei ciner kleineren Lésungsmenge durch Adsorption viel starker herab- 
gesetzt wird, als bei einer grésseren, und in der Tat hat sich die Wirkung in 
derjenigen Versuchsreihe, welche mit einer kleineren Lésungsmenge, ram- 
lich mit 2,5 ccm ausgefiihrt wurde, als viel milder erwiesen, wie in Tabelle I 
durch * gekennzeichnet wiedergegeben ist. Man diirfte also den erwahnten 
Wirkungsunterschied wenigstens zum Teil auf den Unterschied dieser Ver- 
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suchsbedingung zuriickfiihren. Beriicksichtigt man aber, dass derselbe 
Unterschied selbst bei Untersuchungen mit gepufferten Lésungen, bei denen 
die Lésungsmenge kaum in Frage kommt, nachgewiesen wird, wie unten 
erldutert, so ist der in Frage kommende Unterschied nicht ganz und gar 
auf den in der Versuchsbedingung zuriickzufiihren, worauf wir unten noch 
einmal zuriickkommen werden. 


B. Untersuchungen mit gepufferten Lésungen. 


Die Mcllvaineschen Pufferlésungen wurden aus m/5 Na,HPO, und 
m/10 Zitronensdure bereitet und mit der Ringer fiinffach verdiinnt. Mit 
den so erhaltenen gepufferten Ringerlésungen, von denen das pH verschie- 
dene Werte von 2,2 bis zu 8 annahm, wurden dieselben Untersuchungen wie 
vorther wiederholt, um die obigen Ergebnisse noch quantitativer darzulegen. 
Bei Untersuchungen fiir ein héheres Gebiet des pH kamen verschiedene 
Gemische von m/10 NaOH und m/10 Glykokoll, gleichfalls mit der Ringer 
fiinffach verdiinnt, zur Anwendung. Die Resultate sind in Tabelle III 


Tabelle III. 


Einfluss vom pH auf das Hautpotential und den Sauerstoffverbrauch 
der Froschhaut. Mittelwerte aus 5 Versuchen. 
Temperatur: 25°C, 








. Hautpotential in % O,-Verbrauch in % 

pH der Ringer (Anfangswert) (Endwert) . (Endwert) ‘ 
2,20 16,2 -1,0 47,5 
3,00 56,4 1,0 57,0 
4,00 71,6 10,8 66,9 
oe 82,9 47,5 83,0 
6, 104,0 56,5 103,8 
7,00 107,8 112,8 110,0 
Hor ae 97,9 89,1 
J 78,4 _ 
9.96 69,8 92,2 = 
10,90 86,9 104,3 99,2 
12,18 103,6 -2,1 110,3 
12,70 -4,0 ~10,2 64,2 








zusammengestellt, in denen der Einfachheit halber nur Mittelwerte aus 5 
Versuchen wiedergegeben sind; denn die individuelle Schwankung unter- 
schied sich kaum von dem Wert bei obigen Versuchen. In bezug auf das 
Hautpotential sind die Werte 3 Minuten nach der Anwendung der Versuch- 
slésung sowie die Gleichgewichtswerte dargestellt. 

Der Klarheit halber wurde die Abhangigkeit vom pH in Abb. 1 graphi- 
sch dargestellt, wobei sich die gestrichelte Kurve auf die Anfangswette, 
namlich die der 3 Minuten nach dem Lésungswechsel, und die ausgezogenen 

















Hautpotential und Oxydation bei verschiedenen pH. 


Abb. 1. Abhangigkeit des Hautpotentials (Hp.) und Sauerstoffver- 
brauchs (O,-V.) vom pH. Pa-x-x-: Anfangswert, namlich Wert 3 
Minuten nach Anwendung der Versuchslésung. Pe -»--—: Endwert oder 
Gleichgewichtswert. O,-V.-o-o-: Gleichgewichtswert des O,-Verbrauchs. 
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Kurven auf die Gleichgewichtswerte des Hautpotentials und Sauerstoffver- 
brauchs beziehen. Wie daraus ohne weiteres hervorgeht, sind bei jeder 
Kurve zwei Maxima zu bemerken, von denen das eine dem neutralen Punkte 
entspricht und das andere in einem stark alkalischen Gebiet steht. 

Die Lagen der Maxima des Hautpotentials stimmen, wenigstens bei 
Anfangswerten des Potentials, mit denen des Sauerstoffverbrauchs genau 
iiberein, aber die Maxima fiir die Endwerte des Hautpotentials sind etwas 
gegen das mittlere pH-Gebiet hin verschoben. 

Dies Verhaltnis ist ohne Schwierigkeit zu verstehen, wenn der Umstand 
beriicksichtigt wird, dass das Hautpotential im allgemeinen gegen ungiinstige 
Lebensbedingungen viel empfindlicher ist als der Sauerstoffverbrauch. 
Im Anfangsstadium miissen die H- oder OH-Ionen sich wohl noch nicht in 
einer ausreichenden Konzentration in den potentialbildenden Schichten der 
Haut angehauft haben, so dass die Wirkung trotz der grésseren Empfind- 
lichkeit des Hautpotentials so mild wie beim weniger empfindlichen Sauer- 
stoffverbrauch im Endstadium ausfallen wird. Dies ist der Grund, weshalb 
die Maxima des Sauerstoffverbrauchs mit denen der Anfangswerte des Haut- 
potentials tibereinstimmen. 

Nun erhebt sich die Frage, warum das Hautpotential gegen unphysiolo- 
gische Bedingungen empfindlicher ist als der Sauerstoffverbrauch. Man 
kénnte diese Frage bis zu einem gewissen Grad beantworten, wenn man 
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folgende morphologische, physikalische und chemische Unterschiede in 
Erwagung zieht: 

1. Die potentialbildenen Schichten befinden sich verhaltnismassig 
oberflachlich auf der epidermischen Seite der Froschhaut (Motokawa)®, 
so dass sie bei der Hineindiffusion einer giftigen Substanz in erster Linie 
angegriffen werden miissen. 

2. Die an der Potentialbildung teilnehmenden Zellen miissen auf einige 
Schichten beschrankt sein, wahrend samtliche Zellen der Haut mehr oder 
weniger am Sauerstoffverbrauch teilnehmen; das partielle Verderben der 
Haut, welches ausreicht, um das Hautpotential ganzlich zu vernichten, kann 
nur einen parttiellen Verlust des Sauerstoffverbrauchs verursachen. Wit 
haben eingangs in der Tat ersehen, dass der Sauerstoffverbrauch selbst durch 
Einwirkung einer so konzentrierten Lésung wie m/10 HCl oder m/10 NaOH 
noch nicht véllig verlorengeht, wahrend das Hautpotential bei einer viel 
geringeren Konzentration vollkommen aufgehoben wird. 

3. Damit das Hautpotential aufrecht erhalten bleibt, miissen alle 
Zellen der Haut vor allem unversehrt bleiben, wahrend die Verletzung der 
Zellen an sich auf ihte Atmung keinen so entschiedenen Einfluss wie auf 
das Hautpotential ausiibt ; die wichtigste Bedingung fiir dieZellatmung ist 
vielmehr die Integritat der Atmungsfermente, welche sich unter geeigneten 
Bedingungen sogar aus der Zellen herausnehmen lassen. Mit anderen Wor- 
ten: Es handelt sich beim Potential hauptsiachlich um die physikalische 
Struktur der Zellen, inshesondere der Zellmembranen, und beim Sauerstoff- 
verbrauch um die chemische Konstitution der Zellen. 

4. Das Potential hangt weitgehend von der Gewebestruktur ab ; wenn 
das Gewebe in irgendwelcher Weise aufgelockert wird, muss die nach aussen 
ableitbare EMK infolge der ,,Shunt“-Wirkung weitgehend verringert werden, 
wie vollkommen die Funktion der einzelnen Zellen auch erhalten bleiben 
mag. Dieser Umstand wird aber auf den Sauerstoffverbrauch kaum stérend 
wirken, sondern vielmehr unter Umstanden, infolge der erleichterten Diffu- 
sion des Sauerstoffs, eine Steigerung der Atmung bewirken. 

Wir sind also nicht berechtigt, unter allen Umstanden den vollkommen- 
sten Parallelismus zwischen den beiden Erscheinungen zu erwarten ; wenn die 
bsiden auch im Grunde mit einander innig verbunden sind, kann der Paral- 
lelismus unter einer Bedingung befriedigend, unter einer anderen aber weniger 
befriedigend sein, z.B. war die Bezichung zwischen den beiden bei unseren 
vorigen Temperaturversuchen so vollkommen, dass sie sich in eine quantita- 
tive Bezichung formulieren liess, was vielleicht darauf zuriickzufiihren ist, 
dass die Temperatur auf alle Zellen der Haut gleichmissig einwirkt. Auch 
bei den pH-Versuchen in vorliegender Arbeit hat sich ein etwas befriedi gender 
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Hautpotential und Oxydation bei verschiedenen pH. 


Parallelismus ergeben, der aber in Vollkommenheit demjenigen in den Tem- 
peraturversuchen kaum gleichkommen kann. Dies Verhiltnis ist leicht 
verstandlich in Anbetracht dessen, dass die von aussen her angewandten 
Substanzen wie Wasserstoffionen die oberflachlichsten Schichten der Haut, 
die fiir das Potential verantwortlich sind, starker angreifen. 

Wenn das Vorkommen von zwei Maxima der Hautpotential-bzw. 
Sauerstoffverbrauch-pH-Kurve auch eine recht merkwiirdige Tatsache ist, 
so ist seine physiologische Bedeutung doch nicht ganz klar. Das erste 
Maximum, welches dem neutralen Punkt entspricht, darf man mit Recht als 
Funktionsoptimum der Haut auffassen, weil die neutrale oder wenigstens 
annahernd neutrale Reaktion in der Mehrzahl der Fille die giinstigste Bedin- 
gung fiir Zellfunktion darstellt. Weniger leicht begreiflich ist aber das zweite 
Maximum, welches sich in einem so stark alkalischen Gebiet wie pH von 
11—12 befindet. Es scheint allerdings, als ob das zweite Maximum derart 
zustandegekommen sei, dass die Haut auf eine unphysiologische Bedingung 
mit einer voriibergehenden Funktionssteigerung reagiert habe ; denn diese 
Funktionssteigerung, welche im gesteigerten Sauerstoffverbrauch und Haut- 
potential ihren Ausdruck gefunden hat, geht durch die geringste weitere 
Zunahme vom pH sogleich in eine starke Hemmung iiber, wie aus Abb. 1 
ohne weiteres zu entnehmen ist. 


C. Uber den zeitlichen Verlauf des Hautpotentials und 
seine physikalisch-chemische Deutung. 


Nach der Untersuchung von Hashida” hangt der zeitliche Verlauf 
des Hautpotentials von vielen, noch nicht véllig aufgeklarten Faktoren in 
so komplizierter Weise ab, dass er kaum jemals eine passende Erklirung 
gefunden hat, 

In Abb. 2 und 3 sind Beispiele des zeitlichen Verlaufs des Hautpotentials 
bei verschiedeaer Wasserstoffionenkonzentration veranschaulicht. Wie 
daraus ohne weiteres hervorgeht, ist der Verlauf sehr mannigfaltig und je 
nach der Beschaffenheit der Versuchslésung voneinander stark verschieden, 
aber es sei hierbei hervorgehoben, dass das Hautpotential unter derselben 
Versuchsbedingung insbesondere bei derselhen Ableitungslésung immer 
annaherng denselben zeitlichen Verlauf zeigt, worauf Hashida zuerst 
hinwies. Dieses letztere Verhiltnis hat den so mannigfaltigen zeitlichen 
Verlauf folgender Deutung zuginglich gemacht. 

Wir méchten ihm zunichst folgende zwei Prinzipien zugrundelegen : 

1. Das Potential geht im: allgemeinen hin und her schwankend ins 
Gleichgewicht iiber, Diese Schwankung ist z. B. an den Kurven fir pH=7 











392 K. Motokawa 


und 8 _ besonders Abb. 2. Zeitlicher Verlauf des Hautpotentials 
deutlich. bei allen im alkalischen Medium. 

> 
anderen auch mehr rf 
oder weniger ausge- RI 
ptagt sichtbar. Sie } Pik 

’ . . pH=7,0 
kann sich jedoch | p,, or bee v ' 
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anderung des physikalischen Zustandes der Haut in einer Beziehung steht. 

Wir kennen viele Beispiele von Naturerscheinungen, bei denen sich ein 
Gleichgewicht in bezug auf irgendeine Eigenschaft nicht in einem stetigen 
Verlauf sondern in Form einer gedampften Schwingung wiederherstellt. Die 
in Frage stehende Schwankung des Hautpotentials gehért vielleicht zu 
dieser Kategorie, obleich die Einzelheiten des Mechanismus vorlaufig 
noch im Dunkeln stehen. 

2. Fiir das Potential muss die Konzentration an den potentialbildenden 
Schichten massgebend sein. Sie ist im allgemeinen der Konzentration in- 
nerhalb der Lésung nicht gleich, insbesondere in dem einem Lésungswechsel 
folgenden Ubergangsstadium, in welchem sich die Konzentration der Schi- 
chten je nach dem Konzentrationsgefille, den Ionenbeweglichkeit, den 
Beschaffenheiten der Grenzflachen usw. in verschiedener Weise zeitlich ver- 
andern kann. Wie diese Vetaénderung auch sein mag, muss das Prinzip 
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Abb, 3. Zeitlicher Verlauf des Hautpotentials im allerdings immer gel- 
canseen Magen. ten, dass das Haut- 
potential wahrend 
seines ganzen Ver- 
Ringer pl=% laufs alle Werte 
SES durchmachen muss, 
F y die der jeweiligen 
eee | Konzentration an den 
. potentialbildenden 
dietin % Schichten _entspre- 
\ eee ae, chen. Man _ darf 
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| ‘ bs Gleichgewichtswert 
l i x ascetics 61550 des Hautpotentials 
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Pd gangsstadium und 
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| : ' nl \ *~ an den betreffenden 
Schichten besteht. 
Man kann auf 
diese Weise die schwer auffassbare, voriibergehende Erscheinung mit dem 
verhaltnismassig einfachen Gleichgewichtsproblem in einen bestimmten 
Zusammenhang bringen, und dieses Prinzip hat sich in der Tat aus- 
gezeichnet bewahrt, wie im folgenden auseinandergesetzt wird. Die Po- 
tential-Zeit-Kurven verlaufen auf der saueren Seite verhiltnismassig ein- 
fach, namlich stetig abnehmend (s. Abb. 3), was auf den Umstand zuriick- 
zufiihren ist, dass das Hautpotentia] mit zunehmender Wasserstoff ionen 
konzentration oder mit abnehmendem pH in diesem Gebiet stetig falls, wie 
die Potential-pH-Kurve in Abb. 1 anzeigt. Es sind die Faille, in denen das 
Potential mit der Konzentration in den betreffenden Schichten parallel 
verlauft. 
Man kann auf der alkalischen Seite, wo die Potential-pH-Kurve viel 
komplizierter ist, einen so einfachen zeitlichen Verlauf des Potentials nicht 
mehr erwarten, und in der Tat verlavfen alle Potential-Z-it-Kurven in diesem 
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pH-Gebiet héchst kompliziert (s. Abb. 2). Die Kurve fiir pH=8 steigt 
zuerst an und falls darauf, abgesehen von der weniger deutlichen Schwankung 
der oszillatorischen Art, wahrend die Kurven fiir pH=9,2, 9,96 und 10,9 
alle iibereinstimmend von Anfang an fallen. Dieser Unterschied lasst sich 
auch nach dem erwihnten Prinzip in folgender Weise erklaren: Man 
braucht sich hierbei das pH der potentialbildenden Schichten mit der Zeit 
nur einfach ansteigend zu denken, denn das pH der angewandten 
Lésungen ist héher als dasjenige der Ringerl6sung, mit welcher die 
Schichten zuerst in Beriihrung standen. Der Anfangsanstieg der Kurve 
fiir pH=8 muss derart zustandegekommen sein, dass das pH, vom Anfangs- 
wert, namlich dem der Ringer, ausgehend, mit der Zeit nach dem pH-Wert 
von 7 hin, der dem ersten Maximum des Hautpotentials entspricht, verschoben 
wird. Wird das pH tiber diesen Wert hinaus weiter erhdht, so muss das 
Potential verkleinert werden, weil dieses Gebiet dem absteigenden Schenkel 
der Potential-pH-Kuirve <ntspricht. 

Bzi der Anwendung der Versuchslésung mit héherem pH ist das Kon- 
zentrationsgefalle zwischen den potentialbilderden Schichten und der ange- 
wandten Lésung so gross, dass das pH der betreffenden Schichten sogleich 
in dem Masse gesteigert wird, wie es dem absteigenden Schenkel der Potential- 
pH-Kurve entspricht, so dass das Potential von Anfang an abfalls, wie an 
den Kurven fiir pH=9,2, 9,96 und 10,9 in Abb. 3 ersichtlich ist. 

Das Verhalten der letzteren zwei Kurven ist auch insofern bemerkens- 
wert, als ein deutlicher Anstieg des Potentials dem oben erwahnten Anfangs- 
absinken folgt, was bei anderen Kurven iiberhaupt vermisst wird. Dieses 
sekundare Ansteigen des Potentials wird dadurch bedingt, dass das pH der 
potentialbildenden Schichten im Laufe der Zeit so hoch gesteigert wird, wie 
es dem aufsteigenden Schenkel des zweiten Maximums der Potential-pH- 
Kurve entspricht. 

Das Hautpotential wird bei einem zu kleinen bzw. zu grossen pH-Wert 
schliesslich bis auf Null herabgesetzt (s. die Kurven fiir pH=3 und 12,18), 
aber der zzitliche Verlauf des Potentials ist in beiden Fallen sehr verschieden, 
namlich in der Weise, dass das Potential bei pH=3 von Anfang an stetig 
abnimmt, wahrend es bei pH=12,18 zuerst ansteigt und darauf abnimmt. 
Der Arfangsanstieg im letzteren Fall beruht darauf, dass das Potential wahrend 
der pH-Verschiebung an den potentialbildenden Schickten den dem zweiten 
Maximum der Pot.-pH-Kurve entsprechenden Wert durchmacht. 

Aufj den Fall kann man im zcitlichen Verlauf des Potentials einen anderen 
Beweis ‘iir die cigentiimliche Abbangigkeit desselben vom pH, raémlich 
fiir die M-formige Beziehung erblicken ; denn der zeitliche Verlauf Jasst sich 
nur auf Grund dieser Beziehung vom cinheitlichen Standpunkte aus begreifen, 
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Zusammenfassung. 


Das Ruhepotential und der Sauerstoffverbrauch der Froschhaut wurden 
in der Ringerlésung mit verschiedener Wasserstoffonenkonzentration parallel 
zueinander untersucht, um die Beziehung zwischen beiden Erscheinungen 
aufzuklaren. 

1. Die beiden hangen von der Wasserstoffionenkonzentration in ganz 
derselben Weise ab; die Potential- bzw. O,-Verbrauch-pH-Kurve verlauft 
im grossen und ganzen M-férmig, kesitzt also zwei Maxima und ein Mini- 
mum, wobei sich das erste Maximum am neutralen Punkt und das zweite 
in der pH-Gegend von etwa 11—12 befindet. 

2. Die H- oder OH-Ionen wirken im allgemeinen auf den O,-Verbrauch 
etwas milder als auf das Hautpotential. Die méglichen Ursachen hierfiir 
wurden ausfiihrlich besprochen. 

3. Der zeitliche Verlauf des Hautpotentials ist mannigfaltig und unter 
Umstanden sehr kompliziert, lasst sich aber doch mit der Gesetzmassigkeit 
in bezuf auf Gleichgewichtswerte in Zusammenhang bringen. 
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‘We mourn the death of Katsuji Inouye, the eldest of 
the co-workers of this Journal and one of the most dis- 
tinguished biochemists of our time, who passed away at his 
house in Tokyo on the 15th March. 

Born sixty eight years ago in Kyoto-Fu, Inouye enter- 
ed the Tokyo Imperial University as a medical student, 
graduating four and a half years later. He began then his 
Career as a biochemist in the Kyoto Imperial University by 
acting as an assistant to Tr. Araki; Next year he was 
promoted to assistant professor there. Some papers on the 
formation of lactic acid, on the nucleic acid, etc. were 
published therefrom. 

Afterwards Inouye spent some time in the chemical as 
well as biochemical Laboratories of Utrecht, Upsala and 
Heidelberg. 

In 1913, he took the University Chair of Biochemistry 
in Sendai, and occupied it for 25 years until he withdraw 
therefrom six years ago. 

Apart from the early works carried out by himself in 
the laboratories other than in Sendai, Inouye with pupils, 
who worked enthusiastically under his inspiration and 
direction, contributed over two hundred papers to several 
fields of biochemistry. 

It is rather recommendable to prefix his own name to 
the papers from his laboratory in order to make a true ac- 
cessment of their value and character. The means and 
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methods, qualified from originality and exaciness, the 
thorough bibliographical study with sharp critiques, and 
the style of writing are readily found as wholly alike 
throughout all the papers. 

While the earlier papers appeared in this Journal, the 
later ones were issued in the Jap. Journal of Med. Sci., 
Biochemistry, the editorship of which he held from its 
commencement till his death. In the later period of his 
researches he wrote assays in Japanese too. 

When he came to Sendai, he took soon the privilege 
of the locality of our school in the Tohoku district, where 
there are world-known fishing places of whales. As a result, 
physiology, particularly the chemical matter of whales and 
allied species, engaging his life-long interest, were investi- 
gated extensively and thotoughly. 

In his later period of researches his main interest was 


confined to the biochemistry of copper, such as the signifi- 


cance of copper for sexual phenomena and development of 


animals and of plants, the close relation of blood copper 
to the formation of melanin, behaviour of blood copper 
in various kinds of anemia, etc., etc. 

Besides these main works, his researches covered also 
the chemistry of digestive juices, the oxalic acid metabolism, 
the levulose metabolism, the biochemical matters of infec- 
tious anemia in the horse, the mechanism of the formation 
of phytobezoars, and several other subjects. 


Y. Satake, 
Editor. 





